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RÉSUMÉ 
Les  CBFs représentent une famille de gènes impliqués dans le mécanisme de 
résistance de la plante au gel.  Chez le blé hexaploïde, Badawi et ses collègues (2007) 
- ont trouvé 37  gènes  CBFs qui représentent 15  groupes de  gènes différents avec 1 à 3 
copies.  Ces  gènes ont été classifiés en  10  sous-groupes différents  en fonction de  la 
structure  secondaire  de  leurs  protéines.  Les  analyses  phylogénétiques  et 
bioinformatiques révèlent que le blé hexaploïde pourrait avoir plus de 25  groupes de 
gènes  CBF.  Nous  avons  poursuivi  l'isolation  de  gènes  CBF  afin  d'identifier  le 
répertoire complet de  cette famille  chez le blé hexaploïde tolérant au  gel,  Norstar. 
Nous  avons  identifié  65  gènes  CBF  chez  le  blé.  L'analyse  phylogénétique  des 
séquences nucléotidiques codant pour le domaine AP2 et la signature CBF révèlent 
que  le  blé  contiendrait  27  groupes  de  gènes  (avec  1  à  3  homéologues  chacun 
provenant des  3 génomes du  blé hexaploïde). L'analyse de leur structure secondaire 
montre qu'il est possible de  classer les  protéines CBF en plus  de  10  sous-groupes 
pouvant  posséder  des  fonctions  différentes  ou  complémentaires.  De  plus,  la 
séquence/structure de  plusieurs  copies  (homéologues)  CBF chez  le blé  hexaploïde 
dévie  de  celle  conservée  dans  les  autres  membres  du  groupe  suggérant  que  ces 
protéines peuvent représenter des produits de gènes sub optimaux. Ceci pourrait avoir 
un  impact sur l'activité de  ces  CBF et  affecter la régulation des  gènes  COR  et le 
développement de la tolérance au  gel.  En tout, Norstar possède 2 pseudogènes CBF 
exprimés  et  24  des  64  protéines  analysées  peuvent  être  considérés  comme  sub 
optimales. 
La présence d'un QTL a déjà été associée avec des  gènes  CBF chez le blé et 
l'orge.  Comme  les  CBF peuvent  être  à  la  base  de  cet  important phénotype,  une 
hypothèse plausible pour expliquer leur contribution pourrait être que les gènes CBF 
possèdent  des  différences  moléculaires  au  niveau  des  régions  codantes  qui 
influencent l'activité biologique des CBF exprimés. Afin de vérifier cette possibilité, 
nous avons comparé les régions codantes des gènes CBF du cultivar d'hiver Norstar à 
celles  de  deux  cultivars  dë  printemps,  Chinese  Spring  et  Manitou.  Les  résultats 
montrent  que  les  deux  cultivars  de  printemps  possèdent  aussi  deux  pseudogènes 
CBFIIIc-_ 13.1 et CBFIVd-B22 mais le contenu et la nature des gènes optimaux et sub 
optimaux  varient.  Parfois  le  gène  CBF chez  le  cultivar de  printemps possède une 
séquence  qui  est  plus  proçhe  d'une  séquence  consensus  que  celle  provenant  du 
cultivar d'hiver Norstar comme observé pour CBFII!d-24.2b, et parfois la séquence 
dévie du consensus comparativement à celle du cultivar Norstar comme observé pour 
TaCBFIVb-20b. La présence d'haplotypes différents chez le blé suggère que certains 
allèles -peuvent  coder  pour  des  protéines  CBF  plus  optimales  au  niveau  de  leur 
activité biologique et d'autres moins optimales. ll sera important d'étudier l'activité --- ~----------------
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des  protéines codées par ces haplotypes afin d'évaluer les  variantes qui  seraient les 
plus aptes à être combinés dans un génotype afin d'augmenter la régulation positive 
du développement de la tolérance au gel. Cette information pourra être utilisée par les 
sélectionneurs lors de croisements de  divers  génotypes  de  blé  afin  de  produire des 
plantes plus tolérantes au gel. INTRODUCTION 
La croissance de  la population a augmenté de  manière significative depuis  la révolution 
industrielle du début du  18  ième siècle. Une publication du bureau de recensement des États-Unis 
(United  State  Census  Bureau)  indique  que  la population  du  monde  a  dépassé  6.5  milliards 
d'individus le 25  février  2006.  En 2007,  l'United Nations Population Division a prédit que la 
population du  monde atteindra 10 milliards  eJ;J.  2055. Avec une augmentation de population d'à 
peu près 90 millions par année, la demande pour l'alimentation et l'énergie devrait s'intensifier. 
Cependant dans les régions nordiques, le froid est un facteur limitant pour la production agricole. 
En considérant que  les  plantes sont des  organismes  sensibles et ne  peuvent pas  contrôler leur 
propre température, la tolérance au  froid  est très  importante dans les climats tempérés pour la 
survie des  cultures.  Le Canada est un des  plus grands exportateurs de blé au  monde. C'est une 
ressource importante sur le plan économique et sur le plan nutritif.  Le  blé et plusieurs  autres 
espèces  des  climats tempérés ont développé une réponse adaptive, l'acclimatation au froid, qui 
leur permet de supporter le gel (Catala et Salinas, 2008). 
Plusieurs  gènes  sont  induits  durant  l'acclimatation  au  froid  et  sont  impliqués  dans  le 
développement de la tolérance au gel. Ces gènes peuvent être classés en deux différents groupes. 
Le  premier  groupe  fonctionne  directement  pour  protéger  la  plante  contre  un  stress 
environnemental (LEA, AFPs, COR) et l'expression des différents membres de  ce  groupe a été 
mainte fois  corrélée avec la capacité des plantes à tolérer le gel.  Le deuxième groupe comprend 
des  régulateurs  de  1' expression  des  gènes  et  de  la  transduction  du  signal  du  stress.  Dans  ce 
deuxième groupe, une des familles de gènes très importante pour le processus d'acclimatation au 
froid est la famille CBF. Son étude chez les céréales sensibles et tolérantes au froid  repr~sente un 
excellent modèle d'étude comparative pour comprendre la fonction et la régulation de ces gènes 
de  tolérance aux basses températures. Chez les Poaceae, plusieurs gènes CBFs ont été isolés et 
caractérisés  chez  les  espèces  résistantes  au  gel,  telles  que  l'orge  (Hordeum  vulgare),  le  blé 
(Triticum spp.), le seigle (Secale cereale), le ray-grass (Lolium tremulentum), ainsi que chez des 2 
cultures sensibles comme le riz  (Oryza sativa) et le maïs (Zea mays). En  2007, Badawi et ses 
collègues ont identifié 37 gènes CBFs représentant 15  groupes de gènes (avec 1 à 3 copies) chez 
le blé hexaploïde et ils les ont classifiés dans 10 sous-groupes I, II, Ilia, IIIb, Ille, IIId, Na, IVb, 
IV c et IV  d en analysant la structure secondaire de leurs protéines. Les études sur 1' expression et 
•  1 
la phylogénie des différents gènes CBF montrent que les groupes Ille, IIId, IV a,  IVb, IV  c, Nd 
sont apparus tardivement au cours de l'évolution des Poaceae et que leur expression est associée 
à la résistance au  gel. L'étude de l'expression des  gènes par RT-PCR a montré que cinq groupes 
de  CBFs (IIId,  !Va,  IVb,  IVe and  JVd)  sont plus fortement exprimés à de  basses  températures 
chez le blé tolérant au  gel que chez le blé sensible (Badawi et al.  2007). Ces résultats suggèrent 
que  ces  groupes joueraient un rôle prépondérant dans le développement de la tolérance au  gel. 
De  plus, des  analyses  phylogénétiques  et  bioinformatiques  des  gènes  CBFs présents  chez les 
différentes  espèces  de  blé  ainsi  que  chez  d'autres  monocotylédones  montrent  qu'il  existe -
probablement plus de  25  groupes de  gènes CBF chez le blé hexaploïde.  Puisque l'information 
sur  la  famille  CBF chez  le  blé  était  incomplète,  notre  premier  objectif était  de  poursuivre 
l'isolation de gènes CBF afin d'identifier le répertoire complet chez le blé hexaploïde tolérant au 
gel  N orstar.  Cette  information  est  importante  pour  initier  des  études  fonctionnelles  pour 
comprendre leur rôle dans le développement de la tolérance au gel. 
Les  gènes  CBF ont  été  associés  avec  un  QTL  de  tolérance  au  gel  chez  le  blé diploïde 
(Miller et al. 2006; Knox et al. 2010), le blé hexaploïde (Baga et al.  2007) et l'orge (Skinner et al. 
2006;  Francia  et  al  2007). · L'étude  sur  le  QTL  de  T.  monococcum  indique  que  les 
polymorphismes détectés  dans  les  gènes  TmCBF  de  deux  génotypes  sont l'explication la plus 
probable pour les différences dans leur tolérance au  gel.  Chez l'orge d'hiver et de printemps, ce 
sont  les  différences  dans  le  nombre  de  copies  de  gènes  CBF  fonctionnels,  le  nombre  de 
pseudogènes, et aussi le changement polymorphique qui peuvent être les  causes de  différences 
dans la tolérance au  gel.  Donc les deux hypothèses plausibles pour expliquer la contribution des 
CBF  au  QTL pourraient être  qu'ils possèdent:  1)  des  différences moléculaires  au  niveau des 
régions régulatrices d'expression (promoteurs) ou au niveau génomique (duplications de régions 
et  augmentation du  nombre  de  copies)  qui  induisent des  expressions plus élevées  de  certains 3 
CBF et/ou;  2)  des  différences  moléculaires  au  niveau  des  régions  codantes  qui  influencent 
l'activité  biologique  des  CBF  exprimés.  Nous  savons  que  l'expression  des  gènes  CBF  de 
plusieurs groupes est associée au développement de la tolérance au  gel (Badawi et al. 2007), et 
l'isolation et l'analyse des promoteurs CBF présent chez le blé a été initié (Badawi et al.  2008). 
Toutefois, pour répondre clairement à cette première possibilité, il est nécessaire de cloner tous 
les  promoteurs  correspondant  aux  gènes  identifiés  chez  le  blé  hexaploïde.  Ce  type 
d'expérimentation  est  laborieux  et  donc  trop  ambitieux  comme  suite  à  notre  projet.  Comme 
l'information entourant la région  codante  est devenue disponible suite  à la première partie de 
notre travail,  nous  avons  initié l'examen des  régions  codantes  de  gènes  CBF chez le  cultiver 
d'hiver Norstar et chez deux cultivars de printemps, Chinese Spring et Manitou afin de mettre en 
évidence les différences qui pourraient être à la base de la tolérance au gel plus élevée chez le blé 
d'hiver.  Cette  étude permettra de  dresser une liste d'haplotypes  CBF présents  chez le  blé et 
d'initier des  études examinant l'activité biologique de  ces  variantes.  L'information fournie  par 
ces études pourra être utilisée par les sélectionneurs lors de  croisements de  divers génotypes de 
blé  afin  de  produire  des  plantes  plus  tolérantes  au  gel. CHAPITRE! 
REVUE DE LIT TÉ RA TURE 
La production des récoltes n'est pas  seulement pour l'alimentation, il y a quelques années 
que les scientifiques ont découvert la production des biocarburants. Ces derniers sont produits à 
partir des  ressources  renouvelables  (plantes,  ordures  organiques,  etc.)  et peuvent être  utilisés 
comme une alternative aux combustibles fossiles (gaz, pétrole). L'éthanol et le biodiesel sont les 
deux  principaux  biocarburants  utilisés  aujourd'hui.  À  cause  du  lien  entre  l'agriculture  et la 
production d'énergie, l'industrie agricole joue un  rôle majeur dans l'adoption et l'expansion des 
technologies d'énergie renouvelable. Alors, l'augmentation de  la population implique un besoin 
alimentaire et énergétique accru, d'où la nécessité d'accroître la production (Thomashow, 2001). 
Toutefois, à cause de stress abiotiques, nous perdons une partie de nos récoltes chaque année. 
L'étude de certaines plantes ayant la capacité de développer la tolérance aux stress tels que 
le  gel, la déshydratation et la salinité va aider à améliorer et à stabiliser la productivité agricole 
lors  d'exposition à ces stress (Thomashow, 2001). Un des grands stress environnementaux est le 
gel qui peut endommager les plantes et réduire les rendements causant un grand problème social 
et économique. 
1.1  Stress au froid et développement végétal 
Les  plantes  affrontent  différentes  conditions  de  stress  environnementaux  et  elles  ont 
développé  des  mécanismes  pour  tolérer  ces  genres  de  conditions  via  plusieurs  adaptations 
physiques.  Les  températures  extrêmes,  la  sécheresse  et  le  taux  élevé  de  salinité  sont  les 
principaux stress qui affectent le plus la croissance des plantes et la productivité agricole (Xiong 
et  al.  2002).  Les  plantes  peuvent  vivre  seulement  dans  des  conditions  (ex.  température) 
spécifiques pour leurs espèces. Leurs performances diminuent avec le froid,  un stress abiotique 
courant que les plantes doivent affronter pendant leur vie (Bracale et Coraggio, 2003). Le stress 5 
au  froid  comprend  les  températures  froides  (  <20°C)  et  le  gel  (  <0°C).  Le  froid  limite  la 
distribution  géographique  des  plantes  et  diminue  la  productivité  en  réduisant  la période  de 
développement (Sharma et al. 2005). 
Une distribution géographique restreinte de plantes a souvent obligé les gens à cultiver les 
plantes  à  l'extérieur  de  leurs  limites  mi.turelles.  Plusieurs  de  ces  espèces  sont  les  plantes 
tropicales et subtropicales, et elles résistent difficilement au froid (Bracale et Coraggio, 2003). ll 
existe plusieurs plantes d'importance économique telle soya, le coton, le maïs, le riz, la tomate, 
la  banane  et la mangue  qui  sont  sensibles  au  froid  (Sharma  et  al.  2005).  Elles  ne  sont pas 
capables de s'adapter au froid et ne tolèrent pas le gel.  La membrane plasmique a une structure 
fluide, mais le stress au froid diminue la fluidité de la membrane et perturbe son fonctionnement 
(Chinnusamy et al. 2006). 
Le stress au froid réduit la croissance de plantes avec un effet négatif et imprévisible sur la 
biomasse qui  cause  un  grand intervalle entre le potentiel et la productivité actuelle.  Aussi,  le 
stress  au froid  a un  effet sur la qualité des produits.  ll diminue la synthèse, 1' accumulation et 
l'entreposage de protéines et polysaccharides. De plus, la production de fruits est affectée par la 
diminution  de  température,  qui  réduit  la  valeur  nutritive  et  le  goût  du  produit  (Bracale  et 
Coraggio, 2003). 
La sensibilité au froid varie en fonction des espèces et en fonction des cultivars de la même 
espèce.  Par contre, la tolérance ne dépend pas juste de la résistance de la plante, mais dépend 
aussi du taux de refroidissement et de la présence d'autres conditions environnementales, comme 
l'humidité, le vent (qui peut causer une sécheresse), ou l'intensité lumineuse (qui peut causer une 
photo inhibition) (Bracale et Coraggio, 2003). 
La sensibilité des plantes aux basses températures peut être facilement classée. Les plantes 
qui sont endommagées par le froid (entre 0 et l5°C), sans être exposées au gel, sont les plantes 
sensibles au froid.  Ces plantes meurent ou subissent des do!flillages  suite à leur exposition au 6 
froid. Les  plantes  tolérantes  au froid,  capables de  résister à la formation  de  glace dans  leurs 
tissus  sont les  plantes  tolérantes  au  gel.  Ces plantes  deviennent plus résistances. aux  blessures 
causées par le stress au froid après une période d'acclimatation au froid.  Parmi elles ont compte 
la  majorité des  plantes tempérées tel  le blé, l'orge, l'avoine et le seigle.  Elles sont capables de 
résister  au  froid  et . de  développer  une  tolérance  à  la  formation  de  glace  extracellulaire 
(Chinnusamy et al. 2006). 
1.2  Dommages causés par le gel 
Quand  la  température  diminue  à  mo ms  de  0°C,  la  glace  se  forme  dans  l'espace 
intercellulaire du tissu de la plante, car le point de congélation du liquide intercellulaire est plus 
haut que celui du liquide intracellulaire. Quand la glace se forme dans l'espace intercellulaire, le 
potentiel de  l'eau à l'extérieur de  la cellule diminue.  Alors  on trouve un  mouvement de l'eau 
liquide,  de  l'intérieur de  la cellule vers  l'extérieur (Thomashow,  1998).  Les  cristaux de  glace 
commencent à se former lorsque la température atteint -2°C. Pendant la congélation, l'eau sort de 
la  cellule peu à peu. Le niveau de déshydratation augmente parallèlement avec la diminution de 
la température (Yamada et al. 2002). 
Yamada et  ses  collègues  (2002)  ont examiné les  réponses  de  cellules  de  plantes  à une 
baisse  de  température  dans  les ·groupes  de  plantes  qui  sont  sensibles  (violette  africaine)  et 
résistantes au  gel  (orchidées). Les résultats montrent que chez les plantes sensibles  au  froid, la 
membrane plasmique ainsi que leur paroi n'est pas capable d'empêcher le cheminement de glace 
de  l'extérieur vers  l'intérie)lr de  la cellule; par contre chez les  plantes résistantes  au  gel, leur 
membrane et paroi possède cette propriété. 
La formation  de  la glace  à l'intérieur ·de  la  cellule  est  létale, car le  grossissement des 
cristaux  de glace intracellulaires perturbe l'intégrité  du protoplasme vivant jusqu'à perforer la 
membrane plasmique. La diminution rapide de température peut causer la création de cristaux de 7 
glace intracellulaire. Quand la température baisse graduellement, la formation de  cristaux de 
glace se produit dans la région intercellulaire. Les molécules d'eau migrent vers la surface des 
cristaux de  glace et gèlent.  La glace extracellulaire impose un stress sévère et une tension aux 
cellules,  tissus  et  à  la plante  entière.  La sortie  de  l'eau  vers  la  glace  extracellulaire  a  une 
influence  profonde  sur  le  volume  de  la  cellule,  son  osmolarité,  la  concentration  d'ions  et 
l'interaction entre la membrane et paroi cellulaire surtout aux points d'attache (Guy, 2003). 
Malgré que les dommages de la membrane plasmique soient principalement causés par la 
déshydratation cellulaire, des facteurs additionnels peuvent contribuer au dommage membranaire. 
La glace intercellulaire peut se coller à la paroi cellulaire et la membrane, et causer une rupture. 
La dénaturation des protéines qui survient lors de la diminution de température chez les plantes 
peut aussi endommager la plante (Thomashow, 1999). 
1.3  Mécanisme d'acclimatation au froid 
L'acclimatation au  froid  survient lors de la croissance aux basses températures (moins de 
10°C)  et permet d'induire une tolérance au gel  et ainsi de minimiser les dommages causés par 
des  températures  moins  favorables  (Sharma  et  al.  2005).  Chez  un  grand  groupe  de  plantes 
tempérées,  la  croissance  aux  basses  températures  pour  une  période  de  temps,  leur  permet 
d'augmenter la tolérance contre le gel (Thomashow, 1999). 
L'acclimatation  au  froid  est  associée  à  plusieurs  modifications  biochimiques, 
physiologiques,  et  moléculaires.  Un  des  effets  de  l'acclimatation  au  froid  comprend  la 
stabilisation  des  membranes  contre  le  gel.  Plusieurs  mécanismes  sont  impliqués  dans  la 
stabilisation  des  membranes  comme  les  changements  dans  la  composition  lipidique  de  la 
membrane  telle  l'augmentation  de  la  désaturation  des  acides  gras  dans  la  membrane 
phospholipidique et le changement au  niveau des  types  de  stérols.  De plus,  l'accumulation de 
saccharose et d'autres molécules  de sucres simples qui surviennent pendant l'acclimatation au froid pourraient participer à la stabilisation de la membrane, car ces molécules peuvent protéger 
les membranes in vitro contre le dommage induit par le froid. 
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Les cellules de plantes perçoivent le stress au froid à travers des changements de la fluidité 
de  la  membrane  (Chinnusamy  et  al.  2006).  Le  froid  augmente  l'ion  Ca2+  au  cytosol. 
L'amplification du  signal de Ca2+  et phospholipide peut être impliqué dans la signalisation au 
froid.  En réponse à une exposition au froid, il a été montré que la phospholipase D (PLD) et la 
phospholipase  C  (PLC)  sont  activées  simultanément.  Vergnolle  et  ses  collègues  (2005)  ont 
identifié 58  gènès inhibés via l'activité PLC et 87  gènes régulés via rétrogradation de PLD. La 
diminution de la température affecte l'absorption de 1' eau et des substances nutritives, la fluidité 
membranaire  et  la  conformation  des  protéines  et  des  acides  nucléiques.  Le  froid  influence 
radicalement  le  métabolisme  de  la  cellule,  soit  directement  en  réduisant  le  taux  de  réaction 
biochimique,  soit  indirectement  à  travers  une  reprograrnmation  de  l'expression  des  gènes 
(Chinnusamy et al. 2006). 
Le mécanisme de tolérance au  gel empêche la dénaturation de protéines causées par le gel 
et  la précipitation des  macromolécules et diminue les dommages physiques qui sont causés par 
l'accumulation de glace extracellulaire (Thomashow, 1998). La tolérance contre le gel dépend du 
degré de développement du tissu et du type d'organe. Par exemple les grains sont très résistants 
au  gel,  par contre la racine est très  sensible.  Au  niveau  de  la reproduction,  la  maturation  du 
pollen est un stade très sensible au froid et au gel (Bracale et Coraggio 2003). 
1.4  GÈNES COR 
Guy et ses collègues (1985) ont montré qu'un changement dans l'expression des  gènes se 
produit  au  cours  de  l'acclimatation  au  froid  et  ainsi  débute  les  études  pour  identifier  et 
caractériser  les  gènes  modulés  par  le  froid.  L'hypothèse  était  que  quelques  gènes  sont probablement impliqués  dans la tolérance au  gel  et que  l'étude de  leurs  fonctions  et de  leur 
régulation pouvait fournir une meilleure compréhension du processus d'acclimatation. 
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Les  gènes  qui  répondent  au  froid  peuvent être  classés  en  deux  différents  groupes.  Le. 
premier groupe fonctionne directement pour protéger la plante contre un stress environnemental 
(LEA, AFPs). Le deuxième groupe comprend des régulateurs de l'expression des gènes et de la 
transduction du signal du  stress (Shinozaki et Yamaguchi-Shinozaki, 2000). Les gènes modulés 
par le froid  ont le plus souvent été nommés  gènes  COR  (cold-regulated),  mais  aussi  LTJ (low 
temperature  induced),  KIN  (cold-induced),  RD  (responsive  to  desiccation)  and  ERD  (early 
dehydration-inducible) (Fowler et Thomashow, 2002) 
Les  recherches  de  Baker et  ses  collègues  (1994)  et Yamaguchi-Shinozaki  et Shinozaki 
(1994), sur les promoteurs de gènes COR activés par les basses températures et le stress hydrique 
chez  Arabidopsis  ont  permis  d'identifier  l'élément  de  régulation,  le  motif  CRT/DRE  (C-
repeat/drought responsive element), qui  a une séquence consensus de  CCGAC.  Les  activateurs 
de  transcription  qui  se  lient  au  CRT/DRE  ont  été  nommés  CBF/DREBI  (C-repeat  Binding 
Factors/DRE Binding proteins I). Ces  protéines possèdent un  domaine de  liaison à  l'ADN de 
type AP2 (APETALA2). 
1.4.1  AFP (ANTI FREEZE PROTEIN) 
Les protéines AFPs inhibent la croissance des cristaux de glace et la recristallisation. Elles 
sont  efficaces  dans  la protection  contre  les  dommages  causés  par  le  gel.  Les  AFPs  ont  été 
identifiées dans plusieurs organismes vivants pendant l'hiver comme les poissons tolérants, les 
arthropodes  terrestres,  les  plantes  vasculaires  et  non  vasculaires,  les  champignons  et  les 
bactéries. Cependant leur structure et leur composition varie. L'hystérésis thermique (différence 
entre le point de fusion et le point de congélation de l'eau) varie entre 0,2 et 1,6°C pour les AFPs 






insectes  (Badawi, 2008). La fonction des AFPs de Type I est bien caractérisée. La molécule 
d'AFP s'adsorbe sur le treillage de glace par des liaisons hydrogène via des résidus de thréonines 
alignées  qui  sont situés  sur la surface  de  la molécule  (Wallis  et al.  1997).  Ici,  elle  crée  une 
barrière pour l'eau qui  dii:ninue le taux de croissance des cristaux de glace.  Cette liaison glace-
protéine a été confirmée par cristallographie au rayon X.  L'AFP inhibe aussi la recristallisation 
de la glace et cet effet peut protéger le tissu contre le dommage à une concentration de protéines 
1000X moins que la concentration nécessaire pour inhiber initialement la croissance des cristaux 
de glace (Wallis et al.  1997). 
1.4.2  PROTÉINES LEA (LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT) 
Les protéines LEA sont des  polypeptides synthétisés à la fin  de l'embryogenèse, et elles 
ont un rôle dans la tolérance à la dessiccation. Les gènes LEA ont été identifiés il y a 20 ans chez 
le coton et le blé, mais leurs fonctions exactes ne sont pas encore connues. Les gènes LEA ont été 
clonés  dans  plusieurs  espèces  de  plantes  et  basés  sur  les  motifs  de  leurs  protéines 
correspondantes, elles ont été classifiées en au moins six différents groupes. Plusieurs protéines 
induites par le froid, le stress osmotique et l'acide abscissique exogène possèdent des similitudes 
avec  les  protéines  LEA.  Ces  protéines pourraient protéger les  structures cellulaires  contre les 
effets  d'une perte d'eau en  fonctionnant comme un tampon d'hydratation, par isolation d'ions, 
ou par protection directe des autres protéines ou membranes (Guy, 2003). 
1.4.3  AUTRES GÈNES COR 
Le gène COR15a code pour un polypeptide de  15kDa qui s'accumule dans le chloroplaste 
sous  forme  COR1.5am  (mature).  C'est  un  polypeptide  hydrophile,  et  reste  soluble  jusqu'à 
ébullition. Ce polypeptide est composé d'un motif de 13  acides aminés répétés 4 fois. COR15am 
améliore la tolérance au gel chez des plantes transgéniques. Plusieurs types de  gènes COR  sont 
ex:.primés  en  même  temps  que  COR15a.  L'expression  de  COR15a a  un  effet  dans  la  cellule 11 
entière pas uniquement dans le chloroplaste. Steponkus et ses  collègues  (1998)  ont proposé 
que le polypeptide mature COR15am retarde la formation de la structure lipidique hexagonale II 
qui  survient  durant la congélation  des  membranes  plasmiques  et chloroplastiques  tandis  que 
d'autres gènes COR codent pour des protéines qui participent à la stabilisation de membranes. 
1.5  LES RÔLES DES AUTRES FACTEURS DE RÉGULATION DE L'ACCLIMATATION 
AU FROID 
1.5.1  LE RÔLE DU CALCIUM 
Pendant l'acclimatation au  froid, l'ion calcium se fait le médiateur de la transduction du 
signal et est impliqué dans la phosphorylation de protéines et 1' activation de plusieurs facteurs de 
transcription. L'augmentation du calcium cytosolique a lieu dans les minutes après l'exposition 
au froid suggérant son implication dans l'acquisition de la tolérance au gel (Sung et al. 2003). La 
diminution  du  calcium  cytosolique  par  la  séquestration  dans  les  vacuoles  à  cause  de  la 
surexpression de CAX1  (Calcium Exchanger 1) rend des plantes transgéniques plus sensibles au 
froid (Sung et al. 2003). 
Le calcium transmet le  signal  de  température  à la  kinase MAPK (Mitogen  Activated 
Protein Kinase). La cascade de MAPK est une importante partie de  la voie de transduction du 
signal  chez  les  plantes  qui  fonctionne  de façon  omniprésente  durant  la  réponse  à  plusieurs 
signaux  externes.  Les  MAPK  deviennent  actives  lorsque  les . plantes  sont  exposées  à  un 
traitement hormonal,  à des  pathogènes, au  froid,  à la sécheresse et au  stress salin (Sung et al. 
2003). De plus, la MAP.k activée par le choc de chaleur (HAMK) est différente de celle activée 
par  le  froid  (SAMK).  L'activation  de  HAMK  et  SAMK  est  déclenchée  par  le  biais  d'un 
changement dans  la fluidité  de  la membrane  qui  est  couplé  avec  l'augmentation  du  calcium 
cytosolique et l'action de protéines kinases dépendantes du calcium (CDPK, Calcium Dependent 
Kinases) (Sung et al. 2003). 12 
1.5 .2  Le rôle de 1' ABA (acide abscissique) 
Chen et ses collègues (1983) ont montré que le taux d' ABA augmente transitoirement au 
froid chez Solanum commersonii, une plante qui résiste au gel. En plus, ils ont découvert qu'une 
application exogène d' ABA augmente la tolérance au gel chez S.  commersonii. Ces résultats ont 
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guidé Chen et ses collègues (1983) à émettre l'hypothèse que l'acclimatation au froid est activée 
via l'action de  l' ABA.  ils  ont proposé que le froid provoque une  augmentation du  contenu en 
ABA  qui  déclenche  l'activation du  mécanisme  de  tolérance  au  froid.  Chen  et  ses  collègues 
(1983) ont confirmé ces résultats chez plusieurs autres plantes. 
Quelques gènes COR (COR78, COR47, COR6.6, et CORI Sa)  ont une très forte expression 
en  réponse  à l'application exogène d'ABA. L'activation de  ces  gènes par l'ABA est corrélée 
avec  l'augmentation de  la tolérance au  gel.  Les études sur les gènes RD29a/COR78/LTI78 ont 
montré que les promoteurs de ces gènes contiennent un ABRE (abscisic acid responsive élément) 
et  un  DRE/CRT  (Drought  Responsive  Element/C-Repeat).  Ces  éléments  cis  fonctionnent 
respectivement dans la réponse à un  stress par une voie dépendante de l'  ABA ou indépendante 
(Thomashow, 1998). 
1.6  FACTEUR DE TRANSCRIPTION AP2 
Une grande portion du génome des plantes code pour des facteurs de transcription: plus de 
1600  gènes  (6%  du  génome)  ont  été  identifiés  chez  Arabidopsis  thall.ana  (Riechmann  et 
Meyerowitz,  1998)  et  chez  le  riz  (Goff  et  al.  2002).  Chez  les  eucaryotes,  les  facteurs  de 
.  transcription  sont  classés  en plusieurs  familles,  par rapport  au  type  de  domaine  çie  liaison  à 
l'ADN. Les facteurs  de transcriptions AP2/EREBP (APETALA2/Ethylene Responsive Element 
Binding Protein) jouent un rôle important dans le contrôle du développement floral et la réponse 
aux stress biotiques et abiotiques. 13 
Le génome  d'Arabidopsis code pour  145  protéines  appartenant à la famille  AP2 qui 
partagent un domaine de liaison à l'ADN d ''environ 60 acides aminés. Basé sur la similitude de 
leur domaine  de  liaison à l'ADN, ces  protéines  sont classées  dans  cinq  sous-familles  : AP2 
(participe au  développement), RA  V,  DREB  (réponse aux stress  abiotiques), ERF (réponse aux 
stress  biotiques),  et les  autres qui  ne  sont pas  classés.  Les  sous-familles  DREB/CBF et ERF 
comprennent  125  gènes  qui  ont un  seul  domaine  de  liaison  à  l'ADN. Parmi eux,  121  gènes 
contiennent un motif conservé (WLC) au milieu de leur domaine AP2 (Sakuma et al. 2002). 
1.7  GÈNES CBFCHEZARABIDOPSIS 
Le groupe CBF/DREBJ chez Arabidopsis est composé de six paralogues, mais seuls trois 
CBF [CBFJ  (DREBlb), CBF2 (DREBlc) et CBF3 (DREBla)] sont induits au froid (Sakuma et 
al.  2002). CBF  1, 2 et 3 sont présents sur le chromosome 4 et sont rapidement induits (dans les 15 
min)  en  réponse  aux  basses  températures,  atteignant  une  expression  maximale  après  2  h 
d'exposïtion au  froid (Gilmour et al.  1998; Liu et al.  1998; Stockinger et al.  1997; Zarka et al. 
2003).  La  surexpression  des  gènes  CBFJ/DREBlb  ou  CBF3/DREBla  chez  des  plantes 
transgéniques d'Arabidopsis induit les gènes COR qui contiennent le CRT/DRE sans stimulation 
par  la  basse  température.  De  plus,  cette  surexpression  augmente  la  tolérance  au  gel  en 
. comparaison aux plantes contrôles (non acclimatées) (Thomashow, 2001). 
Le domaine  AP2  de  la  protéine  CBF et  la signature  CBF  avoisinante  de  ce  domaine 
donnent la spécificité pour le ciblage des  CBFs sur le motif de liaison à l'ADN, le  CRT/DRE. 
·Les  analyses  sur la protéine  CBF  d'Arabidopsis,  nous  montrent que les  premiers  115  acides 
aminés  du  coté N-terminal de  CBFl sont responsable du  ciblage  vers  les  gènes contenant un 
CRT/DRE  et  les  98  acides  aminés  du  coté  C-terminal  sont  responsable  de  l'activité  de 
transactivation  (Wang et  al.  2005).  Pour étudier plus  en détail  l'interaction entre  CBF et les 
autres protéines accessoires à la transcription des gènes cibles, Wang et ses collègues (2005) ont 
fait une dissection moléculaire de la portion C-terminale de CBFl. Ce domaine possède plusieurs 14 
noyaux hydrophobiques HC2, HC3, HC4, HCS  et HC6 (hydrophobie clusters) qui sont bordés 
par  de courtes régions composées de résidus favorisant .la formation de  boucles, et ceux-ci sont 
en  combinaison avec  les résidus de praline.  Chez les mutants  d'Arabidopsis, des  résultats très 
similaires ont été obtenus pour différentes mutations de HC.  ll semble que la région C-terminale 
est  remarquablement tolérante à la substitution d'acides  aminés.  Les  analyses  de  mutants  et la 
modélisation  indiquent  que  le  domaine  d'activation  de  CBF  contribue  une  redondance 
fonctionnelle  de  transactivation.  Chaque  motif apporte  une  contribution  significative  vers  la 
capacité  totale  de  trans activation  de  CBFl,  mais  l'élimination  d'un  motif  unique  n'est  pas 
suffisante pour abolir l'activité. Mais lorsque deux motifs ou plus sont mutés et combinés dans 
une  seule  construction,  le  potentiel  de  transactivation  est  compromis.  Malgré  la  forte 
conservation  des  résidus  dans  les  noyaux  hydrophobiques  entre  les  plantes,  des  mutations 
ponctuelles  sur  un  acide  aminé ·semblent  avoir  un  effet  négligeable  sur  l'activité  de 
transactivation  (dans  HC4,  des  substitutions der  M183, M187,  L188  et L189 par l'alanine). La 
comparaison des  activités  de  différents mutants a dévoilé  que  deux résidus adjacents  de  HC4, 
L179 et L180, représentent la majeure partie des propriétés d'activation du motif HC4. Chez les 
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monocotylédones, ce  sont plutôt des  résidus Tyr qui  se  trouvent  à ces  positions, et également 
chez la plupart des monocotylédones, il manque une Pro pour séparer les motifs HC3 de HC4. li 
semble que la présence d'un résidu de Trp est importante pour la transactivation par HC5,  une 
substitution de Trp par une alanine montre une diminution de  la capacité de  transactivation de 
HCS de CBFl chez Arabidopsis. 
Pour comprendre le mécanisme par lequel les  gènes  CBF améliorent la tolérance au  gel, 
McKhann  et  ses  collègues  (2008)  ont  analysé la  relation  entre les  polymorphismes  dans  ces 
gènes  et leur  expression  ainsi  que  l'expression  de  leurs  gènes  cibles,  COR,  chez  différentes 
origines géographiques d'Arabidopsis. Les gènes CBF sont fortement polymorphiques dans leurs 
promoteurs ainsi que dans les régions codantes. Une étude portant sur huit variétés d'Arabidopsis 
qui  sont résistantes ou  sensibles  au  froid  a révélé que deux variétés d'Arabidopsis sensibles au 
froid montrent des insertions dans le promoteur de CBFJ (McKhann et al. 2008). Les insertions 
semblent être identiques, et il n'y a aucune homologie avec d'autres séquences d'Arabidopsis. Ces 15 
deux variétés montrent une expression différente des CBF, qui ne semble pas être à cause des 
insertions, mais plutôt à cause de  l'existence d'un certain nombre de  polymorphismes dans  le 
promoteur entre ces  deux variétés.  Chez quatre cultivars sensibles  au  froid,  les  protéines CBF 
sont plus polymorphes. L'étude des  trois  gènes  CBF (1,  2 et 3) chez quatre cultivars sensibles 
d'Arabidopsis ·a dévoilé que parmi les  21  polymorphismes affectant les  acides aminés, neuf se 
trouvent dans les quatre cultivars sensibles au froid.  Quelques substitutions non conservatrices 
d'acides aminés pourraient causer des  changements dans la structure des protéines CBF et par la 
suite l'expression de gènes COR (Mc.Khann et al.  2008). 
1.7.1  GÈNES CBFCHEZL'ORGE 
Chez l'orge, il y a 20 gènes CBF qui représentent 14 gènes HvCBF différents. L'analyse 
phylogénétique des  CBFs chez l'orge révèle trois sous-groupes majeurs. Tous les CBFs chez les 
monocotylédones se retrouvent dans un de ces trois sous-groupes .(Skinner et al.  2005). Le sous-
groupe  HvCBFI  est ancestral  de  HvCBF3  et HvCBF4, et  est  composé  de  4  gènes  HvCBF5, 
HvCBF7,  HvCBFI  et  HvCBFll.  Les  CBFs  des  monocotylédones  partagent  quelques 
caractéristiques  contextuelles  générales  avec  les  CBFs  des  dicotylédones.  Comme  chez  les 
dicotylédones,  les  séquences  génomiques  des  CBF  des  monocotylédones  ne  possèdent  pas 
d'intron.  La  structure  de  la protéine est  aussi  conservée  et  contient une  séquence leader  (N-
tenninale)  d'environ 15  à 40  acides  aminés,  un  domaine de  liaison  à l'ADN AP2 flanqué  de 
. chaque  côté  du  motif spécifique de  la sous-famille CBF,  et un  domaine  C-terrninal  acide qui 
agirait comme région d'activation de la transcription. 
L'expression de  gènes  CBF est typiquement induite par les stress abiotiques. Skinner et 
ses  collègues  (2005)  ont évalué la réponse au  froid  des  HvCBFs chez le  cultivar Dicktoo, un 
génotype résistant au gel, et Morex, un génotype sensible àu  gel.·  Un  traitement au  froid induit 
fortement les trois gènes du sous-groupe HvCBF4 (HvCBF2, HvCBF4 et HvCBF9) entre 1 et 4 h 
d'exposition, avec le maximum d'expression survenant entre 4 et 8 h.  Le niveau de réponse est différent selon le génotype. HvCBF2 et HvCBF9 sont induits plus fortement chez le cultivar 
Dicktoo tandis que HvCBF4 est induit à un niveau plus élevé chez le cultivar Morex. 
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Basé sur les expériences de Skinner et ses collègues (2005) chacun des trois membres du 
sous-groupe HvCBF3  (HvCBF3,  6,  et 8)  montre un  profil .  d'expression  distinct.  HvCBF3 est 
faiblement exprimé et la transcription est à peine détectable comme une induction légère après 
1 h d'exposition au  froid chez le cultivar Dicktoo. L'expression de HvCBF6 est plus forte  que 
celle de HvCBF3 et elle est détectable après 8 h de traitement au  froid, puis atteint un pic après 
24 h,  et ce niveau est maintenu. HvCBF8 est exprimé plus fortement en absence de stress et est 
régulé négativement par le stress salin, la sécheresse et la basse température. Les deux gènes du 
sous-groupe  HvCBFI  montrent  également  des  réponses  distinctes.  HvCBFI  est  rapidement 
induit par le froid chez les deux génotypes, mais de façon transitoire. HvCBF7 est induit par le 
froid  et contrairement à l'expression de  HvCBF  1  qui  est plùs  forte  chez le cultivar Dicktoo, 
l'expression de HvCBF7 est plus forte chez le cultivar Morex. 
Une des  caractéristiques importantes des  CBF est leur capacité à se lier au  motif CRT, 
l'élément impliqué dans la régulation par le froid  de plusieurs gènes  COR.  Pour vérifier si les 
CBFs  de  chaque  sous-groupe  phylogénétique  chez  l'orge  sont  compétents  pour  lier 
physiquement le motif CRT,  Skinner et ses  collègues  (2005)  ont évalué leur liaison avec  des 
segments d'un promoteur d'Arabidopsis  (CORJ5a)  et deux promoteurs  d'orge (corl4b, Dhn5). 
Les  résultats montrent que les  CBFs  ont différentes  affinités pour les  trois  motifs  CRTs.  Ces 
différentes affinités signifient que le contexte des séquences avoisinantes au motif CRT influence 
la  liaison des  H  vCBF.  Ces  résultats  démontrent que )es CBFs  chez l'orge montrent le  critère 
fonctionnel de liaison spécifique à un motif CRT (Skinner et al.  2005). 
Le motif CRT/DRE (CCGAC) est responsable de l'expression de plusieurs gènes par la 
voie  indépendante de l'ABA chez Arabidopsis  (Jiang et al.  1996). Chez l'orge,  l'élément cis 
CCGAAA a été impliqué dans le processus de réponse au froid (Dunn et al.  1998). Toutefois, 
nombreux gène~ inductibles par le froid chez l'orge, comme HVAI  (Straub et al.  1994) et blt4.6 17 
(White et al.  1994),  ne contiennent pas  le motif CCGAAA.  Xue (2002)  a observé que les 
promoteurs synthétiques contenant un motif G/ACCGAC ou un motif CCGAAA ont été activés 
par HvCBFl. Cependant, l'analyse comparative des niveaux d'induction par HvCBF1  a révélé 
que le motif CCGAAA provenant du promoteur de blt4.9 a été beaucoup moins efficace que le 
motif GCCGAC. L'expérience de substitution de base a  révélé que seulement la séquence CGAC 
du  motif GCCGAC est importante pour l'interaction avec HvCBFl. ll semble que la base A à la 
position C6  du  motif (G 1 C2C3G~sC6) n'est pas une base efficace pour HvCBFl. Cela explique 
pourquoi le niveau d'expression du gène blt4.9 (contient un motif CCGAAA) activé par HvCBF1 
a été extrêmement faible. L'activité des promoteurs contenant des  motifs mutants, ACCGAC et 
GTCGAC, était de 36% et 75% de  celle contenant le motif GCCGAC, respectivement. Le site 
préféré de liaison de la protéine HvCBF2 sur le gène COR  est le motif (G/a)  (T/c) CGAC. La 
protéine de HvCBF2 est un facteur de transcription qui se lie préférablement au motif GTCGAC 
du gène HV  Al. La protéine H vCBF2 est seulement active au froid (Xue, 2003). Il semble que les 
fonctions  biologiques  de  HvCBF1  et  HvCBF2 sont similaires.  Les  deux protéines se  lient au 
promoteur de HVAl. La séquence préférée pour la liaison de HvCBF2 est très proche de celle de 
HvCBFl (Xue, 2003 ).  La composition des bases entourant le motif influence fortement l'affinité 
de  liaison  de  ces  CBI_<s.  Les  sites  préférés  des  deux  HvCBFs  ne  sont  pas  présents  sur  le 
promoteur de HV  Al, le gène induit par les basses températures et la sécheresse chez l'orge. Le 
promoteur de HVAl  contient des  motifs  CRT similaires ATGCCGACGC et CCATCGACAT. 
Toutefois, l'interaction d'un facteur de transcription avec un motif de gène cible ne nécessite pas 
un  appariement  parfait  (Sek.i  et  al.  2001).  Comme  le  gène  rapporteur  sous  le  contrôle  du 
promoteur de HVAl peut être activé par HvCBF2 dans la cellule de  feuille traitée par le froid 
chez  l'orge à un niveau  similaire à HvCBF1  (Xue,  2003),  alors  HvCBF2 est potentiellement 
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1.7.2  GÈNES CBF CHEZ LE BLÉ 
Le  blé  est  un  modèle  pour  étudier  les  gènes  CBF  car  les  trois  génomes  du  blé 
(hexaploïde) contiennent des gènes qui sont différents (Gill et al. 2004  ).  Badawi et ses collègues 
(2007) ont identifié 37 gènes CBF différents qui représentent 15  groupes de  gènes  (1  à 3 copies 
par groupe) chez le blé hexaploïde. Une analyse des  CBF présent chez les céréales suggère que 
T.  aestivum, peut avoir près de 25  groupes de gènes CBF différents. L'analyse phylogénique de 
ces  gènes  montre  que  les  CBFs  se  divisent  en  10  groupes  monophylétiques.  Badawi  et  ses 
collègues  (2007)  ont proposé la nomenclature suivante pour les  sous-groupes CBF : CBFI,  II, 
Ilia, IIIb, Ille, Ilid, IV a, IVb, IV c, IV d.  En se basant sur les analyses structurelles des différentes 
protéines CBF, ils proposent que chaque sous-groupe ait des fonctions spécifiques et différentes 
des autres sous-groupes. Les groupes Ille, Illd, IV a,  IVb, IV c et IV d se trouvent spécifiquement 
chez les Pooideae. 
Les gènes des groupes CBFI (TaCBFI-All) et CBFI!lc (CBFII!c-3.1,  CBFII!c-3.2) et le 
gène  CBFIVb-21.1  ne  sont  pas  induits  par  le  froid,  tandis  que  ceux  du  groupe  TaCBFII 
s'expriment de façon  constitutive. Tous  les  autres  TaCBFs  montrent une induction transitoire 
rapide après exposition au froid, ils sont peu ou pas exprimés avant le traitement au froid et leur 
expression est au maximum après 4 à 6 heures de traitement. Le niveau d'expression revient à la 
normale après  1-7 jours au  froid.  La comparaison des  cinétiques d'induction des  CBF chez les 
cultivars  d'hiver et printemps dévoile qu'elles sont similaires  (Badawi et al.  2007).  Toutefois, 
l'expression  des  gènes  des  groupes  CBFIIId,  CBFIVa,  CBFIVb,  CBFIVc  et  CBFIVd  (sauf 
TaCBFNd-D9)  montre  une  augmentation  plus  élevée  chez  le  cultivar  d'hiver  que  chez  le 
cultivar de printemps. Cette étude quantitative révèle que huit gènes  CBFs (l!Id-BJ2, llld-15.2, 
I1Id-Al9,  Na-A2,  IVb-D20,  IVb-D21,  IVd-Bl4  et  Nd-B22)  montrent  une  augmentation 
d'expression  de  cinq  fois  ou  plus  chez  le blé  d'hiver lors  d'une  exposition  au  froid.  Cette 
propriété d'expression est un caractère hérité qui  peut augmenter la  capacité de  tolérance  à la 
basse température chez les cultivars d'hiver (Badawi et al.  2007). De plus, les gènes CBFs des groupes  illd, IV a,  IVb, ·IV  c et IV  d ont  montré  une  régulation par le  cycle  circadien  à des 
conditions normale de croissance (20°C) (Badawi et al. 2007). 
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Badawi et  ses collègues  (2008)  ont étudié ICEl, un des  inducteurs d'expression de  CBF 
chez  le  blé  traité  au  froid.  lls  ont  isolé  deux  gènes  Ta!CE41  et  Ta!CE87  qui  codent 
respectivement pour une protéine de 381  acides aminés (39,5 kDa) et pour une protéine de 443 
acides aminés (46,5 kDa). TaiCE41 et TaiCE87 sont identique à 46% alors qu'elles partagent 50 
et  47% d'identité avec AtiCElchez Arabidopsis, respectivement. En plus, TaiCE41 et TaiCE87 
se  lient  à différents éléments MYC sur le promoteur de TaCBFNd-B9 (Badawi et al.  2008). Les 
différentes affinités de TaiCE41 et TaiCE87 pour les variantes MYC suggèrent que la spécificité 
de  liaison ICE  peut être  impliquée dans  l'expression différentielle  des  gènes  CBF du  blé.  En 
outre, l'analyse des  éléments MYC démontre qu'une particulière variante est présent dans  les 
CBFs  des  groupes  IV  chez le blé,  des  groupes  associés  à. la tolérance  au  gel.  Une hypothèse 
plausible pour expliquer les différences d'expression entre les cultivars hiver et les cultivars de 
printemps pourrait être que les gènes  CBF possèdent des différences moléculaires au  niveau de 
ces  éléments  dans  leur  promoteur  qui  permettent  d'induire  des  expressions  plus  élevées  de 
certains gènes CBF chez les cultivars d'hiver. 
1.8  VERNALISATION ET SA RELATION AVEC LA RÉSISTANCE AU GEL 
Dans les régions tempérées, la basse température constitue un obstacle majeur qui régule le 
temps  de floraison et de  nombreuses transitions  développementales, comme la germination, la 
dormance des bourgeons et leur éclatement (Henderson et al.  2003). La vernalisation se réfère à 
une période de froid subie par la plante ou la graine en germination,  et nécessaire pour la faire 
passer  du  stade  végétatif au  stade  reproductif,  donc  de  fleurir. Les  variétés  de  printemps  ne 
répondent pas à la vernalisation et donc fleurissent rapidement tandis que les variétés d'hiver ont 
besoin de vernalisation pour accélérer la floraison et achever leur cycle de vie.  Chez les céréales, 
la vernalisation et l'acclimatation au froid sont deux processus reliés entre eux. Plusieurs études 20 
chez  l'orge ont rapporté  que  l'expression  de  gènes  CBFs  et plus  tard  des  gènes  COR,  est 
réduite après l'induction de Vm-H1  à la réponse de vernalisation, ce qui suggère une interaction 
entre  les  réseaux  de  régulation  génétique  de  la  vernalisation  et  d'acclimatation  au  froid 
(Stockinger et al.  2007). Le blé a trois loci majeurs de vernalisation, Vm-A1, Vrn-B1, et Vrn-D1, 
qui sont tous liés aux loci Fr-1  (Galiba et al.  2009; Snape et al.  1998; Iwaki et al.  2002; Toth et 
al.  2003 ).  L'analyse  génétique et les  études  sur l'expression  des  gènes  Vrn-1  chez  le  blé  ont 
montré que l'accumulation de transcrits de ce gène est associé à la réponse de vernalisation et la 
transition de la phase végétative à la phase reproductive (Danyluk et al.  2003; Murai et al. 2003; 
Yan et al.  2003). Chez le blé et l'orge, VRN2 est un autre facteur de transcription de type doigt 
de zinc qui agit comme un régulateur négatif dominant de la période de floraison dans la voie de 
la  vernalisation (Kars ai  et al.  2005;  Y  an et al.  2004).  La réduction du  ni veau  d'expression de 
VRN2  par  RNAi  accélère  la  floraison  du  blé  hexaploïde  (Yan  et  al.  2004).  VRN3  régule 
positivement la floraison sous condition de longue journée, par régulation de  VRN1,  le gène de 
l'identité du  méristème. L'effet de  l'augmentation de la transcription de VRN1  est la régulation 
négative de VRN2  (Trevaskis et al.  2006; Dubcovsky et al.  2005). La présence et l'expression de 
l'allèle dominant du  gène Vml chez le blé de printemps  montre une relation inverse avec le 
maximum de tolérance au gel  (Fu et al.  2005). Le gène Vm contrôle non seulement la transition 
du  stade végétatif au  stade reproductif,  mais  aussi  affecte l'expression  des  gènes  induits  à la 
basse température qui sont associés à l'acquisition de la tolérance au gel (Danyluk et al.  2003). 
1.9  RÔLES POSSIBLES D'UNE AMPLIFICATION DU CONTENU GÉNIQUE 
En  utilisant  une  importante  collection  de  lignées  de  plantes  à fleurs,  y  compris  les 
graminées, une étude a révélé que les plantes qui ont subi une duplication de génome entier ont 
été plus susceptibles de survivre à la période d'extinction massive de la limite Crétacé-Tertiaire 
(K-T)  (Fawcett et al.  2009). D'autre part, l'augmentation de  copie de  gènes  comme adaptation 
génétique ne se limite pas à la duplication de génome entier.  Une expansion sélective de gènes 
spécifiques peut également jouer un rôle important dans l'évolution adaptative (Kondrashov et al. 21 
2006; Chen et al.  2008; Zou et al.  2009). Sur ce point, Sandve et Fjellheim (2010) ont proposé 
un modèle d'évolution de la tolérance au gel chez les Pooideae où une forte pression de sélection 
sur un de leurs ancêtres pendant la période Éocène oligocène a conduit à l'évolution adaptative 
de  la tolérance  au  gel  grâce à une expansion des  familles  de  gènes  CBFII!cld et CBFIV. Le 
modèle d'évolution pour la conservation de gènes dupliqués prévoit plusieurs mécanismes dans 
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lesquels un événement de duplication génique pourrait être adaptatif. Tout d'abord, un  avantage 
immédiat d'un événement de  duplication génique est soit un  effet de l'augmentation de la dose 
génique (Ferrarri et  Georghiou,  1991) ou la redondance fonctionnelle (Gu,  2003; Moore et al. 
2005).  L'effet' d'une  dose plus  élevée des  gènes  CBFII!cld et  CBFIV pourrait conduire  à  une 
expression  accrue des  facteurs  de  transcription sous  des  conditions  de  stress  abiotiques. Cela 
pourrait nous amener (i)  à une réponse plus rapide au stress dû à une accumulation plus rapide 
des  produits des  gènes, ou  (ii)  une réponse plus longue et plus forte  au  stress au froid,  du  à la 
persistance des ARNm de gènes CBF dans la cellule pour un temps plus long. 
Un autre modèle expliquant la conservation de  gènes  dupliqués est la spécialisation des 
gènes, sous-fonctionnalisation et néo-fonctionnalisation (Ohno, 1970; Gibson et Goldberg, 2009; 
Hahn, 2009). Ce modèle suppose une sélection positive sur des mutations post-duplication plutôt 
que la conséquence d'adaptation de l'événement de  duplication elle-même (Hahn,  2009).  Ceci 
amènerait  une  évolution  de  lignées  spécifiques  des  gènes  et  de  leur  expression  qui  serait 
impliquée dans l'évolution adaptative (Ferea et al.  1999; Rifkin et al.  2003; Nuzhdin et al.  2004). 
Les études suggèrent que la spécialisation, sous- ou néo-fonçtionnalisation des gènes CBFII!cld 
et CBFIV peut être le résultat des changements favorables sous les stress abiotiques conduisant à 
des nouveaux modèles d'expression génétique et l'amélioration de la réponse au froid. 
1.10  QTL (QUANTITATIVE TRAIT LOCUS) 
Un locus  de caractères  quantitatifs  (LCQ ou  QTL  pour  quantitative trait locus)  est  une 
région plus ou moins grande d'ADN qui est étroitement associée à un caractère quantitatif, c'est-22 
à-dire  une  région  chromosomique  où  sont  localisés  un  ou  plusieurs  gènes  à l'origine  du 
caractère  en  question.  Un  QTL  nous  aide  à  relier ·deux  types  de  données,  l'information 
phénotypique et les  données  génotypiques.  Une analyse QTL permet aux  chercheurs  dans des 
domaines  aussi variés que l'agriculture, l'évolution et la médecine de relier certains phénotypes 
complexes  à  des  régions  spécifiques  des  chromosomes.  Le  but  de  ce  processus  consiste  à 
. identifier  l'action,  l'interaction,  le  nombre  et l'emplacement  précis  de  ces  régions  (Miles  et 
Wayne,  2008).  Par exemple, chez l'humain, les chercheurs ont trouvé plusieurs mutations  à la 
base  de problèmes de santé. Les facteurs génétiques jouent un rôle important dans le cancer du 
sein et des  ovaires, mais moins de  10%  sont attribuables à l'héritage de mutations dans un  seul 
gène (Wang et al.  2001). 
Les  Single-Nucleotide  Polymorphisms  (SNP)  sont,  en  génétique,  des  variations  (ou 
polymorphismes) d'une seule paire de bases du génome, entre individus d'une même espèce. Le 
SNP  peut  survenir  sur  le promoteur  ou  dans  la partie  codante  du  gène.  Le  SNP  dan~ une 
séquence codante ne change pas nécessairement l'acide aminé de la protéine produite par le gène, 
en  raison  de  la  dégénérescence  du  code  génétique.  Un  SNP  qui  produit la  même  séquence 
polypeptidique est appelé un  polymorphisme synonyme  (aussi  mutation silencieuse).  Chez les 
humains, 99,9% des  séquences d'ADN individuel sont identiques à celui d'une autre personne. 
Les SNP représentent 80% de l'ensemble des variations génétiques humaines. Ces variations sont 
très fréquentes  (environ  1 par 1000 paires de  bases dans le génome humain).  La présence d'un 
SNP  (G/C 135)  sur le gène RAD51, semble avoir un effet sur l'apparition des cancers du sein et 
de  l'ovaire  (Wang  et  al.  2001).  Chez  les  humains,  un  SNP  est  à  ~a base  du  problème de  la 
drépanocytose (également appelée anémie à cellules falciformes) qui est une maladie héréditaire 
qui se caractérise par l'altération de l'hémoglobine, la protéine assurant le transport de l'oxygène 
dans le sang. La drépanocytose n'est pas une maladie très rare. Elle est particulièrement fréquente 
dans la population d'origine africaine subsaharienne, des Antilles, de l'Inde, du Moyen-Orient et 
du  bassin méditerranéen. On estime que 50 millions d'individus en sont atteints dans le monde 
(Amal et Girot, 2002). L'allèleS, est un allèle anormal du gène régissant la structure de la chaîne ----------------- -
bêta de l'hémoglobine. Dans cet allèle, un  acide glutamique en position 6 est remplacé par une 
valine (Bardakjian-Michau, 2008). 
1.10.1  IDENTIFICATION DE QTL CHEZ LES CÉRÉALES SUR DES GÈNES 
ASSOCIÉS À D'AUTRES STRESS QUE LE FROID 
1.10 .1.1  QTL chez les céréales 
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La présence de plusieurs QTL a été identifiée chez les céréales, telles que ceux associés  à 
la  tolérance  au  stress  salin,  la tolérance  au  gel,  la  tolérance  au  stress  d'aluminium  (Al)  et 
plusieurs autres. Ici, nous présentons quelques exemples de QTL retrouvés chez les céréales. 
Le  principal  obstacle  à  la croissance  des  plantes  poussant  sur  les  sols  acidifiés  est  la 
toxicité par l'aluminium (Al) qui cause une inhibition de la croissance des racines.  TI  existe une 
variation significative dans  la capacité des  génotypes  au  sein de  certaines  espèces résistantes, 
d'exclure l'Al de  leurs  tissus,  ou  de  tolérer  l'Al par  détoxification  ou  la  s~questration dans 
certains organites et tissus (Kochian, 1995; Matsumoto, 2000; Kochian et al.  2004). Dans l'étude 
de  Sasaki et ses collègues (2006)  sur le blé,  69  lignées ont été examinées pour leur variabilité 
dans  le gène de résistance au stress d'Al (ALMT  1) et l'anal  y  se a montré que contrairement aux 
séquences relativement conservées de la région codante du gène, il y avait de la variabilité da:t:J.S 
le premier 1 kpb en amont du  codon d'initiation de ce gène. Les régions en amont de nombreux 
gènes dont leur expression est induite par les stress abiotiques (sécheresse et le froid) contiennent 
des  éléments  cis  qui  sont  impliqués  dans  la  réponse  au  stress  (Yamaguchi-Shinozaki  et 
Shinozaki, 2005). Une recherche sur la séquence du promoteur des gènes de résistance à l'Al a 
permis  d'identifier une  répétition  du  promoteur chez les  cultivars  résistants  ce  qui  augmente 
l'expression de ce gène (Sasaki et al. 2006). 24 
Un autre exemple est l'existence d'une variation génétique pour la tolérance à la toxicité 
du  Bore (B)  chez l'orge. Le contenu en B  dans les sols arides de l'Australie et de nombreuses 
autres parties du monde peut causer des pertes de rendement chez des  variétés d'orge sensibles 
(Cartwright et al.  1984). Oertli et Roth (1969) ont suggéré que la tolérance au  B est causée par 
l'accumulation réduite de B. Cela a été confirmé par Nable (1988) qui a trouvé que les blés et 
orges résistants accumulent moins de B dans leurs racines. et pousses. Huang et Graham (1990) et 
Choi (2004) ont montré que des changements dans 1' architecture des racines sont associés avec 
la  tolérance au B chez le blé et l'orge. En utilisant différents croisements entre un  cultivar B-
tolérant et un cultivar B-sensible, plusieurs QTL ont été identifiés avec des effets détectables sur 
l'accumulation de B dans la pousse, sur l'architecture des racines, la production de matière sèche 
et l'expression des symptômes chez les feuilles (Jefferies et al.  1999; 2001). Chez l'orge, les loci 
sur les  c!yomosomes 4H et 6H  agissent additivement et contribuent pour 64%  et 31%  de la 
réduction de l'accumulation de bore, respectivement. Récemment, Botl a été identifié comme le 
gène de tolérance (Reid, 2007; Sutton et al.  2007). Chez le cultivar résistant, il existe en tandem 
de quatre exemplaires sur le chromosome 4H (Sutton et al.  2007). L'abondance des transcrits de 
Botl indique que ce gène est plus abondamment exprimé chez le génotype tolérant (Hassan et al. 
2010). 
1.1 0.1.2  Identification des QTLs de gènes CBFs chez le blé et l'orge 
Chez le blé diploïde (T.  monococcum),  onze gènes  CBF ont été cartographiés  sur une  _ 
région de 0,8  cM sur le chromosome 5,  région coïncidant avecle QTL Frost resistance-2  (Fr-
Am2)  (Miller et al.  2006).  Ce locus  est  associé  à  une plus  grande  tolérance  au  gel  et  à  une 
expression différentielle du gène COR14b par le froid chez le cultivar plus tolérant (Vagtijfalvi et 
al.  2000; 2003). Actuellement, il n'est pas encore connu quel(s) gène CBF(s) au sein de ce cluster 
est/sont responsable(s) des différences observées dans la tolérance au gel (Vagtijfalvi et al.  2005; 
Stockinger et al.  2007). Une stratégie pour trouver le ou les gènes CBF de ce locus est de générer 
des populations de cartographie à haute densité, et d'identifier les événements de recombinaison 25 
entre les gènes CBF dans ce locus. Knox et ses collègues (2008) ont testé des lignées montrant 
des  évènements de  recombinaison pour la tolérance au gel  et pour l'expression différentielle de 
COR14b. Leurs différentes analyses ont indiqué que l'effet majeur était lié au centre du cluster de 
CBF,  y  compris,  TmCBF12,  TmCBFJ4  et  TmCBF15.  La  différence la plus  évide~te sur ces 
séquences  de  gènes  candidats  est une  délétion  dans  le  domaine  AP2  de  TmCBF12  chez  le 
cultivar sensible au gel. Le domaine AP2 des protéines CBF se lie au motif CRT/DRE (CCGAC) 
qui  est  présent dan_ s les  promoteurs  de  nombreux  gènes  induits  au  froid  (Baker  et  al.  1994; 
Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki, 1994; Stockinger et al.  1997; Gilmour et al.  1998; Liu et al. 
1998; Thomashow, 1999). 
La' s-tructure  du  domaine de liaison  à  l'ADN, le domaine  AP2  des  protéines  CBF,  est 
composée  de  trois  feuillets  B  (B 1-3)  antiparallèles,  et  d'une  hélice  a  p~esque parallèle  aux 
feuillets B (Allen et al.  1998). La délétion de 5 acides aminés chez TmCBF12 du cultivar sensible 
au  froid  est située entre  les  feuillets  B  1 et  B2,  dans  une  région  connue  pour se lier au  motif 
CCGAC  sur le  promoteur des  gènes  COR  (Allen et al.  1998; Hao  et  al.  2002).  Les  résultats 
obtenus par gel de retardement ont confirmé que cette délétion chez CBF12 élimine la capacité 
de cette protéine à se lier au promoteur d'un gène COR. Par conséquent, il est probable que cette 
protéine ne peut plus moduler l'expression des gènes COR, et ainsi altère la capacité de la plante 
à s'acclimater au froid et à développer la tolérance au gel. 
La comparaison de  séquences conservées dans le domaine AP2 de protéines CBF montre 
que  leurs  moitiés  N-terminale sont presque identiques.  Cette région semble coïncider avec la 
spécificité  de  liaison  pour  la  boîte  GCC,  ce  qui  implique  que  la  moitié  N-terminale  est 
responsable de  la  reconnaissance  spécifique de  la boîte GCC  (Hao  et al.  1998).  Allen  et ses 
collègues  (1998)  ont mentionné  que  la  structure  du  domaine  AP2  de  la protéine  ERFl  chez 
Arabidopsis est stabilisée par de  nombreux contacts hydrophobiques entre les chaînes latérales 
des résidus Tyr146, Val149, Phe157, Ala159, llel61, Val171, Leul73, Phe176, Alal79, Ala182, 
Alal83, Alal85, Tyr186, Ala189, Alal90, Alal98, Leu200 et Phe202. La géométrie de l'hélice-
a vis-à-vis les  feuillets-~ semble être déterminée par l'interaction de nombreux résidus Ala dans 26 
l'hélice-a avec les plus grands résidus hydrophobes dans les  feuillets-~, en particulier, Phe157, 
Phe176, Val171  et lle161, qui  pince l'hélice aux quatre coins. Les groupes  guanidyl de  quatre 
résidus  arginine ont été  identifiés comme  ayant  des  contacts  avec  cinq bases  guanine par des 
liaisons hydrogènes (avec la boîte GCC), Arg 150 avec G20, Arg 152 avec G5 et G21, Arg 162 
avec G 17 et Arg 170 avec G8.  Les chaînes latérales de résidus Arg 150, Arg 170 et Arg 162 ont 
des interactions hydrophobes avec  des  bases pyrimidiques C19,  C7  et T8,  respectivement.  Les 
cycles aromatiques du Trp154 établissent des interactions hydrophobes avec les bases T3  et A4 
et ceux du Trp172 avec, G5  et C6 sur la chaîne d'ADN.  Ces interactions couvrent les six paires 
de  bases dans la séquence conservée AGCCGCC et alors servent à fa reconnaissance spécifique 
de  la boîte GCC par ce facteur.  Tous _les  résidus Arg  et Trp qui  contactent les bases (sauf Arg 
152),  ont,  en  plus,  des  liaisons  hydrophiles  avec  le  sucre  ou  des  liaisons  ioniques  avec  des 
phosphates  de  l'ADN.  De  plus, certains  autres  résidus  (Lys156,  Thr175,  Arg147, Tyr186  et 
Gly148) ont des liaisons avec le sucre/phosphate de l'ADN (Allen et al.  1998). 
De plus  les  CBF  possèdent une  séquence  signature hautement  conservée  en  amont  du 
domaine AP2 suggérant qu'elle a une fonction importante (Canella et al.  2010).  Canella et ses 
collègues  (2010)  ont  effectué  des  analyses  afin  de  déterminer  s'il  y  a  des  acides  anùnés 
spécifiques  dans  cette  signature  qui  sont  importants  pour  la  liaison  à  l'ADN.  Les  résultats 
indiquent que les  16 acides aminés en amont du domaine AP2 ne peuvent pas avoir un rôle direct 
dans la liaison de l'ADN, mais plutôt sont requis pour le domaine AP2/ERF pour maintenir une 
conformation active  et en  plus,  les résidus  Arg37  et  Phe40 ont été critiques pour la liaison de 
l'ADN et les substitutions de ces acides aminés ont toutes fortement aboli la liaison aux éléments 
régulateurs CRT/DRE. 
Le blé d'hiver est plus résistant au froid que son homologue, le blé de printemps (Limin et 
Fowler,  2006;  Wilen  et  al.  1996).  L'expression  des  gènes  CBFs  et la  durée  de  l'expression 
influence la  capacité finale de la résistance au  gel  (Mahfoozi et al.  2000;  Fowler et  al.  2001). 
Stockinger  et  ses  collègues  (2007)  ont  trouvé  qu'il  n'y  a pas  de  différence  qualitative  entre 
l'expression  de  gènes  CBFs  de  blé  d'hiver et de  blé  de  printemps,  mais  qu~ ces  gènes  sont 27 
exprimés chez le blé sensible au froid à des niveaux inférieurs. L'expression accrue d'un gène 
peut être tout simplement causée par une  augmentation de  son nombre de  copies  (Knox et al. 
20 10). Alors, Knox et ses collègues (2010) ont vérifié s'il y a des  différences structurelles entre 
les gènes CBF chez 1' orge résistant et 1' orge sensible au froid qui pourrait expliquer la différence 
phénotypique.  Les résultats montrent que  le  cultivar de  printemps possède un  seul  gène CBF2 
sous  une forme  chimère CBF2B/A  alors  que  chez le cultivar d'hiver,  ce  gène  existe en  deux 
copies  CBF2B  et  CBF2A. Les  résultats  également montrent que  le  cultivar résistant  au  froid 
contient  au  moins  deux  copies  du  gène  CBF4B  en  tandem à la  suite  d'une  duplication de  la 
région génomique comprenant CBF4B.  La deuxième différence est sur le gène CBFJ3.  Le gène 
CBF 13  chez  le  cultivar résistant est une  séquence codante intacte,  alors  que  chez  le  cultivar 
sensible c'est un pseudogène. 
Chez l'orge,  20 gènes  CBF ont été identifiés (Skinner et al.  2006), dont  11  sur une région 
génomique du chromosome 5H, déjà identifiée comme locus contenant le QTL (Fr-H2)  (Skinner 
et  al.  2006; Francia et al.  2007). L'analyse de la structure génomique a révélé une organisation 
non  conservée  dans  le  locus  Fr-H2  de  l'orge:  les  cultivars  Nure  et  Dicktoo  (deux  cultivars 
d'hiver)  se  partagent  la  même  organisation  génomique,  alors  que  Morex  et  Tremois  (deux 
cu_ ltivars de printemps) sont caractérisés par une autre structure génomique (Francia et al. 2007). 
Comme la tolérance au gel est une caractéristique des plantes de climats tempérés, les gènes CBF 
devraient être hautement conservés dans la tribu Triticeae.  Fricano et ses  collègues (2009)  ont 
travaillé  sur  les  variations  alléliques  de  quatre  gènes  (;_BF  chez  l'orge  (HvCBF3,  HvCBF6, 
HvCBF9  et HvCBF 14)  dans  un  groupe de  cultivars européens,  chez des  variétés locales et H. 
spontaneum. Le but était de trouver une association entre des variantes génétiques chez plusieurs 
gènes  CBF et la co-ségrégation avec le QTL de résistance au  gel.  ll est généralement admis que 
les  plantes  cultivées  contiennent  moins  de  variation  génétique  que  leurs  ancêtres  sauvages 
(Doebley et al.  2006). En plus, le processus de  domestication peut impliquer une réduction de 
variation  génétique  causée  par la reproduction  répétée  d'individus  supérieurs  (Doebley  et  al. 
2006).  L'analyse  des  ressources  génétiques  CBF  présentes  chez  des  espèces  cultivées 
européennes a révélé que les  séquences de HvCBF9  sont presque identiques  chez les  variétés 28 
cultivées, et absentes dans certaines accessions d'orge.  L'utilisation d'amorces additionnelles 
n'a pas permis de détecter HvCBF9 dans certaines lignées. Les variants de HvCBF9 n'étaient pa,s 
associés à un niveau plus élevé de tolérance au gel, suggérant que ce gène n'a pas d'effet majeur 
sur ce trait.  Comme la sélection ciblée sur un  locus individuel réduit la diversité génétique  au 
sein de et autour du locus sélectionné (un phénomène connu sous le nom de genetic hitchhiking; 
Smith et Haigh,  1974;  Palaisa et al.  2004),  la forte réduction des  allèles  de  HvCBF9 chez les 
variétés cultivées auraient pu être générées par la sélection ciblée aux gènes CBF. Une situation 
sinùlaire est valable pour HvCBF'3 qui n'a pas été détectée dans un tiers des cultivars européens. 
L'analyse  d'association  entre  variant de  gènes  CBF et  la  tolérance  au  gel  montrent que deux 
substitutions  nucléotidiques  de HvCBF14  sont statistiquement associées  à la tolérance  au  gel. 
Les  deux  polymorphismes  sont  dans  la  région  3'  -non  codante  de  HvCBF  14  et  l'analyse 
bioinformatique indique que cette région ne contient pas d'éléments cis.  Un  certain nombre de 
lignées  sauvages  qui  sont  tolérantes  au  gel  ont  les  mêmes  variantes  de  HvCBF14.  ll  n'est 
cependant pas établi que ces polymorphismes sont responsables de la tolérance au gel. 
Une analyse moléculaire de  12  gènes provenant de  plusieurs loci a été effectuée à partir 
d'un ensemble de  102  accessions  uniques  d'orge (Cuesta-Marcos  et al.  2010).  Pour les gènes 
situés dans le locus FR-H2, ces auteurs ont trouvé 19 SNP et cinq haplotypes pour HvCBF3, 17 
SNP  et six haplotypes pour HvCBF6, et huit SNP  et six  haplotypes pour HvCBF9. Toutefois, 
aucune  mention  de  l'effet de  ces  polymorphismes  sur  la fonction  possible  des  CBF  n'a été 
déterminée. 
Le blé hexaploïde Chinese Spring (contenant le  chromosome SA  de  Triticum spelta), est 
insensible à la vernalisation, il contient l'allèle Vrnl trouvé au  niveau du  chromosome SA. Vrn-
Al est l'allèle déterminant dans le processus d'inhibition de la vernalisation (Galiba et al.  1995). 
La cartographie des  chromosomes 5A et 5D  de  descendants issus du  croisement entre Chinese 
Spring  (T.  Spelta  SA)  et  Chinese  Spring  (Cheyenne  SA)  (vernalisation  sensible)  ou  Chinese 
Spring et Chinese Spring (Cheyenne 5D) montre que les gènes Vrnl et Frl (gène de tolérance au 
gel)  sont des  loci liés au  niveau des chromosomes 5A et 5D. De plus, il existerait une relation 29 
homeoallélique entre Vrn-AI et Vrn-DI  (Snape et al.  2001). Toth et ses collègues (2003) ont 
montré  que  chez les  descendants issus  du  croisement entre Chinese Spring et Chinese Spring 
(Cheyenne 5B), les loci Vrn-BI et Fr-BI sont liés aussi. Fr-BI contient un QTL et serait un gène 
orthologue aux autres gènes Fr situés sur les chromosomes SA et 5D. Ces observations montrent 
que  Vrn-IA n'est pas le seul responsable de la sensibilité de  Chinese Spring au  gel, supportant 
l'hypothèse  que  le  locus  avoisinant  contient  les  CBFs  soient  impliqué. CHAPITRE TI 
MATÉRIELS ET MÉTHODES 
2.1  IDENTIFICATION DE NOUVEAUX GÈNES CBF DU BLÉ 
Dans une étude précédente, Badawi et ses  collègues (2007) ont isolé 15  groupes de gènes 
CBF chez le blé hexaploide, et concluent qùe cette espèce pourrait avoir jusqu'à 25  groupes de 
gènes CBFs. Dans le but de vérifier cette possibilité, nous avons assemblé des séquences CBF en 
ARNm virtuel à l'aide de  CAP3  (http://pbil.univ-lyonl.fr/cap3.php)  (Huang et Madan,  1999). 
Les  séquences assemblées incluent des  séquences de  T.  monococcum, des  séquences partielles 
obtenues  préalablement dans  notre  laboratoire,  et  des  gènes  complets/incomplets  disponibles 
dans  les  bases de données NR (non redondante) et EST (expressed sequence tag)  du  NCBI. Ce 
premier  assemblage  a été mis  à jour au  fur  et à mesure que  de  nouveaux gènes  CBF  ont été 
séquencés. En  utilisant  ces  assemblages  d' ARNm virtuel,  d'une  à  trois  amorces  spécifiques 
(GSP) du gène ont été conçues à l'aide de Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3D (Rozen et 
Skaletsky, 2000) pour la direction sens (région 5' de 1' ARNm) ou an ti -sens (dans la région 3' de 
l'ARNm). 
2.2  ISOLATION DES GÈNES CBF PAR PCR 
Nous avons utilisé les amorces conçues (GSP) pour isoler les gènes CBF exprimés chez le 
blé à partir de 4 librairies d'ADNe construites auparavant (Houde et al.  2006). Brièvement, ces 
librairies  d'ADNe  ont  été  préparées  à partir  de  Triticum  aestivum  L.  cv  Norstar.  Les  quatre 
librairies (L3-L6) ont été préparées à partir de pool d'ARNm obtenue de:  (L3), tissu de racine de 
blé contrôle, de blé acclimaté au froid et lors d'un stress salin; (L4 ),  parties aériennes lors d'un 
stress  de déshydratation;  (L5),  des  tissus  du  collet au  cours  de  leur vernalisation et différents . 
stades de développement de l'épi et la formation de graines du blé; (L6), la partie aérienne du blé 
' (collet  et feuilles)  après  une  courte  exposition  à  la  basse  température  sous  la  lumière  et  à 31 
l'obscurité.  Tous  les  ADNe  synthétisés  ont été  clonés  dans  le même  sens  dans  le  vecteur 
pCMV.SPORT6  (Invittogen)  en  utilisant  l'adaptateur  Sali  (GTCGACCCACGCGTCCG)  et 
l'amorce/adaptateur  Notl  (GCGGCCGCCCT15).  Le  premier  mélange  réactionnel  pour  la 
synthèse  d'ADNe  contenait  du  dCTP  méthylé  pour  éviter  le  clivage  interne  des  ADNe  par 
l'enzyme de restriction Not! utilisé pour générer les extrémités cohésives pour le clonage. Pour la 
L6, le'GeneRace{' kit (Invitrogen) a été utilisé avant la synthèse du  premier brin pour produire 
une  librairie  contenant  une  forte  proportion  (95%)  d'ADN  c  pleine  longueur.  Pour  chaque 
librairi·e,  six millions  de  transformants  ont été obtenus,  amplifiés et congelés  à -80°C avec  du 
glycérol. Pour préparer les plasmides pour l'expérience de PCR, 40 f.J.l  d'un stock de la librairie 
d'ADNe (>40 x 106 clones) ont été inoculés en milieu LB  (100 ml) additionné d'ampicilline et 
cultivés  à 30°C pour  6-8  h. Les  plasmides  ont  été isolés  avec  la  trousse  QIAprep  Miniprep 
(QIAGEN) et évalués sur gel. 
Afin d'améliorer la spécificité de la réaction PCR, les GSP ont été conçus avec une Tm 








GAGCGGAT  AACAA  TTTCACACAGGAAACAGCTATGA-3'  trouvé  dans  le  vecteur 
pCMV.SPORT6. Des listes d'amorces GSP utilisées pour l'ajout de  séquence aux  gènes  CBFs 
incomplets et pour l'isolement de  gènes  CBF nouveaux sont présentées respectivement dans les 
tableaux  S 1 et  S2.  L'amplification a été  effectuée  en  utilisant un  GSP  (0,6  f.J.M)  et l'amorce 
correspondante universelle (0,3  f.J.M),  10 ng d'ADN plasrnidique à partir d'une librairie d'ADNe, 
lx ou 2x de la solution enhancer, et l'ADN polymérase Pfx en suivant les recommandations du 
manufacturier (Invitrogen). Brièvement, le PCR débutait avec une diminution progressive de la 
température jusqu'à la température d'appariement (annealing) et s'est terminé avec 45  cycles de 
94°C  pendant 20  s,  64°C pendant 20  s et 68°C pendant  150  s.  Les  produits  de  PCR ont été 
analysés  sur  un  gel  et  les  réactions  qui  ont produit des  fragments  de  taille  attendue  ont été 
choisies  pour un  sous-clonage  en  utilisant la trousse de  clonage (Zero  Blunt TOPO PCR kit; 
pCR®-Blunt II-TOPO) d'Invitrogen. Les produits de sous-clonage ont été transformés dans les 
bactéries  compétentes  E.  coli  (TOPlO)  et étalées  sur  pétri  LB-agar-kanamycine  et incubées 32 
pendant  18  heures  à 37°C.  Quelques  colonies  ont été  utilisées  pour ensemencer  des  tubes 
contenant du LB/kanamycine. L'ADN de plasmide a été isolé par la méthode utilisant de la terre 
de  diatomée.  Après  une  incubation  à  37°C pendant  18  heures  avec  agitation,  la  suspension 
bactérienne a été transférée dans  un  tube Eppendorf et centrifugée à 14000g pendant 1min.  Le 
culot  a été  récupéré  et  suspençlu  dans  100  !J.l  de  solution  contenant  25mM TrisHCl,  lOmM 
EDTA,  1001J.glml ARNase A, pH 8.  Le mélange a été bien vortexé et 100 !J.l  d'une solution de 
lyse (0.2 M NaOH contenant 1% SDS) a été ajouté et bien mélangé. Dans le même tube, il a été 
ajouté 400  !J.l  de la solution de  neutralisation/dénaturation  (0.75  M potassium-acetate, 0.5  M 
acide  acétique,  37.5  mM TrisHCl,  15  mM EDTA,  4.5  M guanidine HCl).  Après  10  min  à la 
température de la pièce, le mélange a été centrifugé à 14000g pendant 10 min et le surnageant a 
été transféré sur une colonne de  terre de diatomée.  Le liquide pénètre dans la colonne avec une 
centrifugation de  5000g  pendant  1 min.  Un lavage  a été effectué  avec  6001J.l  de  solution  de 
lavage (8.3  mM Tris-HCl pH 7.5, 2.1  mM EDTA,  83  mM NaCl, 42% éthanol) et suivi par une 
centrifugation de  5000g pendant 1 min.  Une deuxième centrifugation a été faite pour sécher la 
terre de diatomée. Les plasmides ont été récupérés en mettant 50 !J.l  de tampon TE (  10 mM Tris-
HCl,  pH  8.5,  contenant  1 mM EDTA).  Les  plasmides  contenant la  séquence  désirée  ont étê 
1 
traités par l'enzyme de restriction Eco RI. Les résultats ont été évalués par électrophorèse sur gel 
d' agarose, puis les plasmides ont été envoyés pour séquençage au  Centre d'Innovation Génome 
Québec  et  Université  McGill. Les  séquences  représentant  des  nouveaux  gènes  CBF ont  été 
entièrement séquencées. Les séquences qui montraient un  chevauchement (100%  d'homologie) 
ont été fusionnées pour produire la plus longue séquence du gène possible (Tableau 1). Au moins 
deux  clones  provenant  de  réactions  d'amplification  indépendante  ont  été  séquencés  afin  de 
s'assurer qu'il n'y a pas d'erreurs introduites à cause des PCR. 
2.3  ANALYSES PHYLOGÉNÉTIQUES ET BIOINFORMATIQUES 
Les  fichiers  FASTA  de  séquences  nucléotidiques  codant  soit  pour le  domaine  AP2  1 
séquences signatures avoisinantes ou soit pour toute la protéine CBF, et utilisés dans les diverses 33 
analyses  phylogénétiques  sont  présentés  dans  les  figures  complémentaires  S 1  et  S2.  Les 
séquences  ont  été  alignées  en  utilisant  le  programme  ClustalW  du  Biology  Workbench 
(http://workbench.sdsc.edu/),  ou  MEGA5  (Tamura  et  al.  2011)  et  l'alignement  raffiné 
maimellement.  Les régions  contenant des  alignements  ambigus  ou des  GAP ont été enlevées 
avant l'analyse.  Le logiciel MEGA5  a été utilisé pour les  analyses phylogénétiques d'abord en 
trouvant le meilleur modèle de nucléotide pour nos données parmi ceux disponibles dans MEGA. 
Tant le critère d'information bayésien que le critère d'information d'Akaike ont toujours choisi 
les  modèles T92+G et HKY  +G comme ceux décrivant le mieux le patron de  substitution.  Ces 
modèles ont été utilisés dans l'analyse des  nucléotides par maximum de vraisemblance avec le 
test de bootstrap (500 réplicats) et ont donné des résultats similaires. L'analyse·  de groupements 
hydrophobes  (HCA)  (Gaboriaud et al.  1987;  Callebaut et al.  1997)  a été effectuée à l'aide de 
l'interface basée sur le Web à l'adresse:  (http://www.bioserv.rpbs. jussieu.fr 1 RPBS 1 cgi-bin 1 
Ressource.cgi?  chzn_lg = une  &  chzn_rsrc = HCA). En bref,  les  séquences protéiques  de  T. 
aestivum,  T.  monococum, H.  vulgare et S.  cereale sont affichées sur un  filet  de  double hélice 
dans laquelle les acides aminés hydrophobes (V, I,  L, F, M, Y, W) sont contournés. Les résidus 
hydrophobes  séparés par quatre résidus  non hydrophobes  ou plus, ou une proline,  sont placés 
dans des noyaux distincts. Le caractère hydrophobique de ces noyaux représente la face interne 
des structures secondaires régulières (hélices ou feuillets). Un autre acide aminé a été choisi pour 
être mis en évidence dans  cette étude: la proline qui confère le plus grand obstacle à la chaîne 
polypeptidique.  Ces  informations sur la  structure secondaire ont été mises en évidence sur un 
alignement de protéines CBF. 34 
Tableau 2.1 La nomenclature et les caractéristiques de nouveaux gènes chez le blé hexaploide. 
Nom du Gène  Numéro  Méthode  ADNe/ ADN  Cadre  de  lecture  Queue  poly  Acides 
d'accession  d'isolation  longueur  ouvert (CDS)  A détectée  anùnés 
(pb)  totaux 
TaCBFI-1.1  1004  59-712  Oui  217 
TaCBFI-1.2  1062  58-711  Oui  217 
TaCBFI-1.3  1207  59-712  Oui  217 
TaCBFII-5.4  1038  85-717  Oui  210 
TaCBFII-5.5  1075  92-766  Oui  224 a 
TaCBFIIIb-23.1  986  64-798  Oui  244 
TaCBFIIIb-23.2  950  46-780  Oui  244 
TaCBFI!Ib-23.3  881  27-758  Oui  243 
TaCBFI!Ic-10.1  953  120-839  Oui  239 
TaCBFIIIc-10.2 ·  977  113-835  Oui  240 
TaCBFII!c-13.1a  1000  142-549  Oui  135 
TaCBFII!d-16.1a  1397  97-798  Oui  233 
TaCBFIIId-16.2  1562  97-798  Oui  233 
TaCBFIIId-16.3  976  96-797  Oui  233 
TaCBFII!d-17.1  1252  97-969  Oui  290 
TaCBFII!d-24.1  820  96-789  231 
TaCBFII!d-24.2a  820  87-789  234 
TaCBFIIId-24.3  866  50-754  234 
TaCBFIVa-25.1  944  76-768  Oui  230 
TaCBFIVa-25.2  1032  69-761  Oui  230 
TaCBFIVb-21.2  1002  226-819  Oui  197c 
TaCBFIVd-26.1  860  89-730  Oui  213 
TaCBFIVd-26.2a  946  112-750  Oui  212 
TaCBFII!d-A27  JF758493  2  48304  16818-16096  240 
TaCBFI!Id-D27  JF758490  2  29456  10749-10027  240 
TaCBFIVa-A28  JF758493  2  48304  23908-23246  220 
TaCBFIVa-D28  JF758490  2  29456  17950-17288  220 
TaCBFII-5.1b  3 (CS,M)  771  73-750  225 
TaCBFIIIc-3.2b  3 (CS,M)  821  80-820  246 
TaCBFJIIc-13.1b  1,3 (N)  803  109-516  135 
TaCBFIIIc-13.1c  3 (CS,M)  834  109-333  74 d 
TaCBFIIId-15.2b  3 (CS,M)  717  1-717  238 35 
TaCBFIIId-16.lb  3 (CS,M)  762  49-750  233 
TaCBFIIld-Al9b  3 (CS,M)  735  31-735  234 
TaCBFIIId-24.2b  3 (CS,M)  747  40-744  234 
TaCBFNa-25.3  3 (CS,M)  749  39-731  230 
TaCBFNb-A20b  3 (CS,M)  740  54-701  215 
TaCBFNd-26.2b  3 (M)  746  41-679  212 
TaCBFNd-9.lb  3 (CS,M)  857  47-856  269 
TaCBFNd-B22b  3 (CS)  893  34->893  >285 e 
-Nom de gène. la nrocédure utilisée nour nommer de nouveaux gènes CBF est décrite dans le texte. 
Méthode d'isolation. des codes décrivant la méthode d'isolation/identification: 1. amnlification nar PCR à 
nartir  de  librairie  d'ADNe  de  hlé  Norstar:  2.  extraction  de  séauences  de  la  hase  de  données  non 
redondante au  NCBT  nes séauences nrésentées sont issues du cultivar de hlé Norstarî: 3. l'amnlification 
nar PCR à partir de l'ADN génomique des cultivars de blé Norstar (N), Chinese Spring (CS) ou Manitou 
(M). 
•.  Contient un changement A - G dans le codon stop qui retarde la fin  de la séquence codante pour 30 
hases.  . 
b.  Contient une délétion de 32 hases dans la réQ"Ïon  codant pour le domaine AP2 qui crée un changement 
de cadre de lecture nour le reste de la séauence codante. 
c_  Contient une délétion de 15 hases avant le codon stop par rapport aux autres homeologues (Badawi et al, 
2007î et le résultat est une nrotéine CBF nlus netite. 
ct_  Contient une délétion d'une hase avant la réQ"Ïon  codant pour le domaine AP2 qui crée un changement 
de cadre de lecture nour le reste de la séouence codante. 
e_ Contient une insertion de  38 bases après le domaine AP2 qui crée un  frame shift pour le reste de la 
séquence codante. 
2.4  IDENTIFICATIONDE POLYMORPHISMES AU NIVEAU DES GÈNES CBF CHEZ 
DEUX CULTIVARS DE BLÉ PRINTEMPS 
2.4.1  GÉNÉRATION D'AMORCES SPÉCIFIQUES ETPCR 
Le génome de blé hexaploïde contient trois génomes hérités de trois ancêtres diploïdes. 
Les 37 séquences de gènes TaCBF identifiées dans une étude précédente chez le cultivar Norstar 
(Badawi et al. 2007) et les 28 nouveaux gènes identifiés (cette étude) représentent 27 groupes de 
gènes contenant de une à trois copies homéologues dans chaque groupe. Chaque groupe de gènes 
a été analysé à l'aide de ClustalW (http://www.align.genome.jpD. Des amorces sens et antisens le 
plus spécifiques possible ont été choisis à l'extérieur de la région codante (en amont de l'A  TG et 36. 
en  aval du  codon d'arrêt) (Tableau S3). Une recherche BLASTN contre tous  nos  CBFs est 
I;éalisée pour les amorces choisies afin de confirmer leur spécificité. Les amorces spécifiques ont 
été utilisées pour l'amplification des gènes CBFs à partir d'ADN génomique chez deux cultivars 
de  printemps  Chinese Spring et Manitou.  L'ADN génomique de blé  a été extrait et quantifié 
selori  la  méthode  décrite  auparavant  (Limin  et  al.  1997).  Nous  avons  utilisé  le  système 
d'amplification Platinum Pfx en suivant les recommandations du manufacturier (Invitrogen). Les 
tubes  (50 ul final)  contenaient lX tampon d'amplification Pfx, 0,3  11M de chaque dNTP,  lrnM 
MgS04,  0.3  11M  de  chaque amorce spécifique,  10-20 ng d'ADN génomique,  lX enhancer et 
0.5U d'ADN polymérase Platinum Pfx. Le PCR est commencé avec une incubation de  120 s à 
94°C et suivi de 45 cycles de 94°C pendant 20 s, 58-60°C pendant 20 set 68°C pendant 60s. Les 
résultats de PCR ont été vérifiés par gel d' agarose et comparés avec les tailles attendues. 
2.4.2  CLONAGE ET ANALYSES BIOINFORMATIQUES 
Les  fragments  obtenus  par PCR ont été  liés  au  vecteur pCR®-Blunt II-TOPO®.  Les 
produits de ligation ont été transformés dans les bactéries compétentes E.  coli (TOPlO), qui ont 
été étalées  sur pétri  LB-agar-kanamycine (50  )lg/ml)  et incubées  pendant  18  heures  à  37°C. 
Quelques colonies ont été choisies pour une mini préparation de plasmides décrite plus haut. Les 
plasmides  contenant la séquence clonée ont été  digérés  par enzyme de  restriction Eco RI.· Les 
résultats ont été évalués par électrophorèse sur gel d'  agarose.  Les tailles de fragments obtenues 
ont été vérifiées et comparées avec les tailles attendues. Les gènes avec les tailles attendues ont 
été séquencés et leurs séquences sont incluses dans les figures S 1 et S3. 
Les  résultats  de  séquençage  ont été  comparés  avec  les  séquences  des  gènes  CBFs  de 
Nors'tar (Badawi et al.  2007; et notre étude) sur le site de Do-It-Yourself Sequence Comparison 
(http ://www.proweb ~ org/proweb/Tools/WU-blast.html) .  Lors  de  ces  comparaisons,  nous  avons 
évalué  la  présence  de  polymorphismes  tels  que  des  transitions,  transversions  ainsi  que  des 
insertions  1 délétions  de  nucléotides.  Les  protéines  de  tous  les  gènes  qui  montraient  des 37 
polymorphismes  ont été  traduites  avec  BLASTX (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  ou 
ORF  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/orfig.cgi)  et le ou  les polymorphismes sur les  chaînes 
protéiques identifiés. La structure secondaire de toutes les protéines CBFs avec polymorphismes 
a été  réalisée  en  utilisant  le  programme  HCA  (http://www.bioserv.rpbs.jussieu.fr/RPBS/cgi-
bin!Ressource.cgi?chzn  lg=an&chzn  rsrc=HCA).  Ces  structures ont été comparées  avec celles 
de  protéines  CBFs  de  Norstar pour déterminer  si  les  polymorphismes  affectaient  la structure 
secondaire de protéines CBF (dans le domaine AP2, sur la signature CBF ou dans le domaine C-
ternùnal). CHAPITRE ID 
RÉSULTATS 
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Les  gènes CBF  sont des  régulateurs importants  de  la tolérance  au  gel  chez les  plantes. 
Dans une étude précédente, la combinaison de séquençage d'EST de blé, le criblage de banque 
d'ADNe et l'amplification PCR a été utilisé pour identifier 37  gènes CBF exprimés chez le blé 
hexaploïde (Badawi et al.  2007). L'analyse moléculaire a révélé que ces gènes représentent 15 
groupes  de  gènes  avec  1 . à  3  homéologues  (provenant  des  3  génomes  A,  B  et  D  du  blé 
hexaploïde).  Des analyses phylogénétiques et bioinformatiques plus  globale des  CBF  présents 
chez  les  différentes  espèces  de  blé  et autres  monocotylédones  ont révélé  que  le  blé  devrait 
posséder au moins 23-25 groupes de gènes CBFs  différents. Comme l'information sur la famille 
CBF chez le blé était incomplète, les objectifs de notre travail étaient 1) de poursuivre l'isolation 
de  gènes  CBF  afin  d'identifier le  répertoire  complet chez  le blé  hexaploïde  tolérant  au  gel 
Norstar;  2)  de  vérifier  si  deux  cultivars  plus  sensibles  au  gel  Chinese  Spring  et  Manitou 
possèdent des polymorphismes dans la région codante des gènes CBF qui pourraient expliquer 
leur plus faible tolérance. 
3.1  IDENTIFICATION DE NOUVEAUX GÈNES CBF 
Plusieurs  approches  ont  été  utilisées  afin  d'identifier  28  gènes  additionnels  différents 
(moins  de  99%  d'identité  entre  eux  dans  la  région  codante)  chez  le  blé  hexaploïde. 
L'amplification PCR à partir de librairies d'ADNe (représentant diverses conditions de stress au 
froid,  salinité  et  sécheresse)  ~ permis  d'isoler  23  gènes  CBF  exprimés  additionnels  chez  le 
cultivar Norstar.  L'analyse  des séquences  génomiques  de blé publiées  sur le  site  du NCBI a 
révélé l'existence de 4 gènes CBF additionnels chez le cultivar Norstar. L'amplification PCR à 
partir d'ADN génomique des cultivars Chinese Spring et Manitou (décrit à la prochaine section) 
a permis d'identifier  1 gène CBF additionnel chez le blé hexaploïde. Pour être conforme avec la 
nomenclature établie auparavant, nous avons  suivi les mêmes lignes directrices (Badawi et al. 39 
2007) avec quelques ajouts. Brièvement, une identité de 95  à 99% dans la région codante entre 
gènes  CBF indiquait qu'ils étaient des  copies/ homéologues (des 3 génomes A,  B et D du blé 
hexaploïde), une identité moindre que 95% indiquait qu'ils représentaient des paralogues apparus 
avant la divergence des  génomes ancestraux du blé, et une identité supérieure à 99% indiquait 
·qu'ils étaient des copies/ haplotypes présentes dans la population (décrit à la prochaine section). 
Basé  sur  des  analyses  moléculaires  et  de  phylogénie,  un  numéro  de  gène  identique 
(correspondant  au  premier  gène  isolé)  a  été  donné  aux  gènes  CBF démontrant  une  relation 
orthologue entre espèces et des nouveaux numéros à des gènes identifiés dans notre étude. Dans 
les  cas  où de l'information sur la localisation génomique était disponible, une lettre (A,  B,  D). 
précède le numéro du  gène. Lorsque la localisation génomique n'était pas disponible, le numéro 
de  gène CBF est suivi d'une identification temporaire (.1, .2 ou  .3).  Parmi tous les  groupes de 
gènes  qui  contiennent des  copies homéologues répertoriées  dans  notre étude,  seulement deux 
contiennent des  membres montrant des  identités inférieures à 95%.  Le pourcentage d'identité 
exclut les bases impliquées dans des transitions et transversions tandis que les régions contenant 
des  insertions/délétions  ne  sont  pas  incluses  dans  l'analyse.  ils  incluent  TaCBFII-5  et 
TaCBFIIIc-10 qui montrent des homologies de 91.6 et 93.9%, respectivement. Des différences 
marquées ont été notées entre les membres du groupe II identifiés auparavant (Badawi et al. 2007) 
et  pourraient indiquer que ces groupes contiennent ?es paralogues récents et/ou qui  divergent à 
des taux différents par rapport aux autres groupes. 
Pour  comprendre  la  relation  entre  les  nouveaux  TaCBFs  identifiés,  ceux  identifiés 
auparavant  (Badawi  et  al.  2007)  et  ceux  présents  chez  d'autres  espèces  de  la  sous-famille 
Pooideae, nous avons compilé une série de séquences CBF provenant de la base de données non 
redondante (NR) du NCBI. Comme il est difficile d'aligner avec certitude les séquences codantes 
entières de membres CBF distants, nous avons réalisé l'analyse en deux étapes: 1) l'alignement 
des  séquences  nucléotidiques  codant  pour  le  domaine  AP2  et  ks  séquences  signatures 
avoisinantes pour associer les  membres CBF avec  des  groupes spécifiques;  et 2)  l'alignement 
séparé des séquences codantes entières de membres CBF des groupes apparentés CBFilla, b, c et 
d et des groupes apparentés CBFIV  a, b, c et d. 
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·L'analyse  phylogénétique  des  séquences  nucléotidiques  codant  pour  le  domaine  AP2/ 
régions  avoisinantes  révèlent la relation entre les  65  gènes  CBF de  T.  aestivum et ceux  de  T. 
monococum (10 gènes), H.  vulgare (15 gènes) et S.  cereale (14  gènes) (Figure 1).  Cette analyse 
montre que le blé contiendrait 27  groupes de  gènes (avec 1 à 3 homéologues chaque provenant 
des  3  génomes  du  blé  hexaploïde).  Nous  ~ssumons ici  que  le  blé  hexaploïde  possèdera  un 
orthologue du  gène TmCBFIIIb-18 (démontre seulement 91.3% avec le plus proche homologue 
IaCBFIIIb-23.1)  et  que  les  5  gènes  identifiés  du  groupe  II  représentent  au  moins  deux 
paralogues  CBF.  Globalement les  groupes  I,  II,  IIIa,  IIIb,  ille, IV a,  IVb  et IV c montrent  une 
origine  unique  monophylétique.  Dans  le  cas  des  gènes  CBFII!d-17  et  CBF!Vd-26,  ils  ne 
montrent pas  une  association  (  clustering)  avec leurs  groupes respectifs  illd et  IV d mais  cette 
topologie est faiblement supportée (bootstrap). En ordre décroissant les  groupes qui contiennent 
un nombre élevé de paralogues sont: groupe illd (7  gènes), IVd (4  gènes), ille et IVa (3  gènes 
chaque), groupes I, II, illb et IVb (2 gènes chaque), et groupes Ilia et IV c (1  gène chaque). 41 
Figure 3.1 La relation phylogénétique entre les gènes CBF des Triticeae. 
105  séquences nucléotidiques codant pour le domaine de liaison à l'ADN, AP2 et les séquences 
avoisinantes conservées PK.KIRP AGRxKFxETRHP et DSA  WR défini par J aglo et aL  (200 1) ont 
été  alignées  en  utilisant  ClustalW  et  ajusté  manuellement.  Un  arbre  a  été  dérivé  de  cet 
alignement (222 positions) par maximum de  vraisemblance en  utilisant le paramètre Tamura-3 
avec bootstrap (500 réplicatiOns). La nomenclature CBF est décrite dans le texte et les séquences 
et  les  numéros  d'accession  sont  trouvés  dans  les  figures  S 1 et  S2.  La  divergence  dans  la 
nomenclature  des  gènes  CBF  peut  être  vu  dans  les  groupes  Na  et  Nd  mais  cela  est 
compréhensible, car après l'identification des  premiers gènes, le répertoire de  ces  groupes  s'est 
élargi ce qui permet de mieux différencier les gènes paralogues. Hv Hordeum vulgare, Sc Secale 
cereale, Ta Triticum aestivum, Tm Triticum monococcum 
Dans le but de mieux étudier leur groupe d'appartenance, nous avons aligné séparément les 
séquences nucléotidiques des gènes CBF des groupes III et N  afin de produire des alignements 42 
plus longs. L'analyse phylogénétique des alignements CBF des groupes III et IV est présentée 
aux Figures 2 et 3, respectivement. Ces analyses montrent que les groupes Ilia, b, c, et d (Fig 2) 
et Na et d (Fig  3)  sont  clairement séparés.  Toutefois,  les  gènes  du  groupe  IVb  ne  sont pas 
entièrement séparés du  groupe IVe (faible support bootstrap). ll est à noter que cette analyse a 
permi~ de montrer l'association des gènes CBF!Ild-17 et CBFNd-26 avec leur groupe respectif. 
ll  est  possible  de  noter  que  les  noms  de  gènes  CBF  sont  différents  entre  les  espèces· T. 
monococcum, H.  vulgare et S.  cereale au niveau des groupes IV a et IVd et ceci s'explique par le 
choix de nom de gènes lorsque le répertoire CBF du groupe en question était peu représenté. 
.  . 
3.2  ANALYSE BIOINFORMATIQUE DES PROTÉINES CBF 
Les gènes TaCBF identifiés dans notre étude codent pour des protéines ayant entre 197 et 
290  acides  aminés.  L'analyse de  leur région codante montre que certains  CBF possèdent des 
différences au niveau de leur région codante qui altèrent la protéine CBF. Le gène TaCBFII-5.5 
possède une  transition  A---tG  qui  détruit  le codon .d'arrêt et ainsi  cause  une  extension  de  10 
acides  aminés  de  la protéine  vis-à-vis  les  autres  membres  du  groupe  CBFII.  Dans  le  gène 
TaCBFNb-21.2,  une  délétion  de  15  nucléotides  enlève  les  5  derniers  acides  aminés  de  la 
protéine vis-à-vis les autres homéologues du gène TaCBFNb-21. Dans le gène TaCBFIIIc-13.1  a, 
une délétion de 32 nucléotides dans la région codant pour le domaine AP2 cause un changement 
de  cadre  de  lecture  et  ainsi  une  terminaison  prématurée  de  la  protéine. n n'est  pas  connu 
co:r:nment, ces changements affectent l'activité de ces protéines, mais pour au moins TaCBFIIIc-
13.1  a, il possède les caractéristiques d'un pseudo  gène. 43 
Figure 3.2 La relation phylogénétique entre les gènes CBF des groupes IIIalb/c/d chez les Triticeae. 
51  séquences nucléotidiques codant pour la région codante complète ont été alignées en utilisant 
ClustalW et ajusté manuellement.  Un arbre  a été dérivé de  cet alignement (585  positions) par 
maximum de vraisemblance en utilisant le paramètre Tamura-3 avec bootstrap (500 réplications). 
La nomenclature CBF est décrite dans le texte et les séquences et les numéros d'accession sont 
trouvés dans les figures Sl et S2. Hv Hordeum vulgare, Sc Secale cereale, Ta Triticum aestivum, 
Tm Triticum monococcum. 44 
Figure 3.3 La relation phylogénétique entre les gènes CBF des groupes IVa!b/c/d chez les Triticeae. 
40 séquences nucléotidiques codant pour la région codante complète ont été alignées en utilisant 
ClustalW et ajusté manuellement. Un arbre a été dérivé de  cet alignement (657  positions) par 
maximum de vraisemblance en utilisant le paramètre Tamura-3 avec bootstrap (500 réplications). 
La nomenclature CBF est décrite dans le texte et les séquences et les numéros d'accession sont 
trouvés dans les figures S 1 et S2. Hv Hordeum vulgare, Sc Secale cereale, Ta Triticum aestivum, 
Tm Triticum monococcum 
Dans  l'étude  précédente  de  notre  laboratoire  (Badawi  et  al.  2007),  nous  avons  utilisé 
l'analyse des  clusters hydrophobiques (HCA)  afin de mettre en évidence les modifications aux 
faces  internes de structures secondaires (hélice-a ou. feuillet-P)  qui pourraient être importantes 45 
pour l'activité fonctionnelle des CBF. Le but était d'évaluer si les CBF avaient des structures 
communes  (fonctions redondantes)  ou  des  structures  différentes  (fonctions  spécifiques).  Cette 
étude a révélé que huit des dix groupes montraient des différences structurelles dans la région de 
liaison à l'ADN tandis que tous les dix groupes montraient des différences au niveau du domaine 
d'activation en C-terminal. Wang et ses collègues (2005) avaient déjà noté l'existence de clusters 
hydrophobiques  dans  le  domaine  d'activation  C-terminal  des  CBF  et  relevé  leur  importance 
fonctionnelle.  Donc  dans  le  but d'étendre  notre  analyse  aux  nouveaux  gènes  identifiés  dans 
l'étude présente et de  vérifier la conservation des structures spécifiques associées  aux  groupes 
CBF chez  différents  espèces  de  Pooideae,  nous  avons  compilé  une  série  de  séquences  CBF 
provenant de la base de données non redondante (NR) du NCBI. Pour les gènes CBFI!Ib-18 et -
23, CBFII!d-27, -17 et -24, CBFIVb-21, CBFIVd-26 et -22, aucun orthologue provenant d'autres 
espèces  de  Pooideae que le blé n'a été identifié à ce jour ne  permettant pas  ainsi d'évaluer la 
conservation  de  structure  sur  une  plus  longue  période  d'évolution.  Deux  régions  ont  été 
analysées  et  incluent  la région  entourant  le  domaine  de  liaison  à  l'ADN AP2  et  la  région 
entourant le domaine d'activation en C-terminal (Figures 4-9). Pour les groupes I,  II, Ilia et N c, 
il  est possible de voir que le nombre/position/longueur des  clusters hydrophobiques (HC)  et le 
positionnement des  pralines (P)  est très  bien conservés dans  la région AP2 chez les  membres 
analysés.  Toutefois,  dans  la région  C-terminale  (Figure  5),  les  groupes  I  et  II montrent des 
longueurs/positionnement différentes de  leurs HC dans  la région HC5/6 qui  est spécifique aux 
gènes des groupes I (11 est différent de 1) et II (5.1, 5.2 et 5.3 sont différents de 5.4 et 5.5). Chez 
le  groupe II, cette différence est une indication supplémentaire suggérant que c,e groupe contient 
des paralogues récents. Chez le groupe Ille au niveau du  domaine AP2 (Figure 6), les protéines 
CBF3 et 10 montrent un HC3 plus petit et un résidu hydrophobique spécifique (IIV) entre HC3 et 
HC4  tandis  que  les  protéines  CBF13  montrent  un  HC3  élargi  et  n'ont  pas  ce  résidu 
hydrophobique entre HC3  et HC4.  De plus, CBFlO possède le plus petit HC7  du  groupe Ille. 
Dans leur portion C-terminale, ces protéines montrent une structure assez similaire. Dans le cas 
du groupe IIId, seulement de légères variations dans la longueur des HC ont été détectées en aval 
de la région AP2 (HC7/8, Figure 6). Toutefois, au niveau de la région C-terminale, les protéines 
CBF12 et 27  diffèrent des autres membres du  groupe par un nombre plus élevé de HC mais de 46 
taille réduite. Dans le cas du groupe IV  a, l'analyse montre que les trois paralogues CBF-2, -25 
et -28 possèdent des  structures différentes au niveau de leur région AP2 qui est caractérisée par 
des longueurs variées de leur HC2/3  et du patron de P (Figure 8).  Au niveau de leur région C-
terrninale (Figure 9), seul CBF-28 semble démontrer un HC6 de longueur plus courte.  Dans le 
cas de CBFIV d-26,  les protéines montrent une structure qui  s'apparente au groupe IV c dans la 
région AP2  (Figure  8).  La différence majeure est que CBF-26 possède un HC3  élargi unique. 
Toutefois, dans  la région C-terminale (Figure 9), les  protéines du  groupe de  gènes  CBFIVd-26 
montrent  une  structure  qui  s'apparente  aux  autres  membres  du  groupe  IV d.  La  différence 
majeure est que CBF-26 possède un HC3/HC4 fusionné unique. Les autres membres du  groupe 
Nd ne montrent pas  de  différence  majeure  dans  la région  AP2  et  C-terminale.  Ces  analyses 
suggèrent que  pour refléter les  différences structurales observées, plusieurs groupes pourraient 
être encore subdivisés en deux (groupes I,  II,  Illd et IVd) et en trois (groupes ille et IVa).  Ces 
résultats signifient que le blé pourrait avoir au moins 18 groupes CBF démontrant des propriétés 
fonctionnelles différentes. AtCU'l 
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Figure  3.4  L'analyse  comparative  des  noyaux  hydrophobiques  (HC)  présent  dans  le  domaine  AP2  et  les 
signatures avoisinante des protéines CBF des Groupes 1 et II d'orge (Hordeum vulgare), blé (Triticum spp.) et 
seigle (Secale cereale). 
Les  espaces  (-)  ont  été introduits pour maximiser  l ' alignement  entre tous  les groupes  analysés . 
AP2- Le  domaine  protéique  de  liaison  à  l ' ADN. 
CMIII- 3  - La  signature  CBF  en  amont  du  domaine  AP2 . 
Ct-IIII- 1  - La  signature  CBF  en  aval  du  domaine  AP2 . 
1. Représente  les noyaux  d' acides  aminés  hydrophobes  (HC)  sur la chaine  protéique  CBF. 
1. Représente  une  praline. 
,  Représente  des positions  non  conservées  dans  un  homéologue  chez  le blé. 
1. Représente  les polymorphismes  entre  cultivars  d' orge  ou  de blé. 
1. Représente  sur  la  séquence  AtCBFl  les  acides  aminés  des  feuillets  ~  qui  ont  une  liaison  avec 
l'ADN  (Allen et al .  1998) . 
Représente  sur  la  séquence  AtCBFl  des  acides  aminés  qui  seraient  impliqués  dans  la 
stabilisation hydrophobique  de  la  structure  du  domaine  AP2  (Allen et al .  1998) 
- ,  Représente  sur  la  séquence  AtCBFl  des  acides  aminés  qui  seraient  important  pour  la  liaison  à 
l'ADN  (Canella  et  al .  2010) .  Des  changements  conservateurs  sur  le  résidu  souligné  diminuent 
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Figure 3.5 L'analyse comparative des noyaux hydrophobiques (HC) présent dans le domaine C-terminal des 
protéines CBF des Groupes 1 et Il d'orge (Hordeum vu/gare), blé (Triticum spp.) et seigle (Secale cereale). 
Les espaces  (-)  ont été intr oduits pour  maximiser  l 'alignement  entre tous  les  groupes  analysés . 
CMIII-2  et 4- Deux  motifs  du  domaine  d' activation C-terminal . 
•• 
Représente  les  noyaux  d' acides  aminés  hydrophobes  (HC)  sur la chaine  protéique  CBF . 
•• 
Représente  une  proline . 
Représente  des  positions  non  conservées  dans  un  homéologue  chez  le blé. 
•• 
Représente  les  polymorphismes  entre cultivars d ' orge  ou  de  blé . .  y~; 
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Figure 3.6  L'analyse comparative des  noyaux  hydrophobiques (HC)  présent dans le  domaine  AP2  et les 
signatures avoisinante des  protéines CBF des  Groupes III d'orge (Hordeum vu/gare), blé (Triticum spp.) et 
seigle (Secale cereale). 
*La description et les symboles sont décrits à la figure 4. I.CH Il  la-b. :_CS:.'!9 
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Figure 3.7 L'analyse comparative des noyaux hydrophobiques (HC) présent dans le domaine C-terminal des 
protéines CBF des Groupes III d'orge (Hordeum vulgare), blé (Triticum spp.) et seigle (Secale cereale). 
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Figure 3.8A  L'analyse comparative des noyaux  hydrophobiques (HC) présent dans le  domaine AP2  et les 
signatures avoisinante des  protéines CBF des Groupes IV  d'orge (Hordeum  vu/gare), blé (Triticum spp.) et 
seigle (Secale cereale). 
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Figure 3.8B  L'analyse comparative des  noyaux  hydrophobiques (HC)  présent entre le  domaine AP2  et la 
région C-terminale des protéines CBFIVd-9 et IVd-22. Cette figure est la suite de la figure 8 A. 
*La description et les symboles sont décrits à la figure 4. 
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Figure  3.9 L'analyse comparative des noyaux hydrophobiques (HC) présent dans le domaine C-terminal des 
protéines CBF des Groupes IV d'orge (Hordeum vulgare), blé (Triticum spp.) et seigle (Secale cereale). 
*La description et les symboles sont décrits à la figure 5. 53 
Le blé hexaploïde possède jusqu'.à 3 copies/homéologues de  chaque gène CBF sur les 
génomes  (A,  B et D).  L'analyse  HCA  (Figures  4-9)  a été utilisée afin  d'évaluer si  toutes  les 
copies  des  protéines CBF avaient une  séquence et structure conservée (fonctions  similaires et 
allèles optimaux) ou  déviaient des autres copies ou protéines CBF, permettant ainsi d'inférer un 
effet  sur  leur  activité  biologique  (fonctions  altérées  et  possibilité  d'allèles  sub  optimaux). 
L'accumulation de  mutations (polymorphismes) peut diminuer l'activité d'une des  trois copies 
du  blé hexaploïde sans pour autant avoir un  effet létale pour la plante. L'identification de  ces 
allèles sub optimaux permettrait de répertorier les haplotypes qui pourraient être améliorés pour 
augmenter la dose de gènes codant pour des protéines avec une activité optimale. Pour alléger les 
résultats  de  l'analyse HCA,  nous  avons  mis  en relief seulement i)  des  substitutions  d'acides 
aminés  situées  dans  des  positions  hautement  conservées  au  niveau  des  domaines  AP2  et 
d'activation en C-tenninal; ii) et des substitutions d'acides aminés qui  affectent la longueur des 
HC situés dans le domaine AP2.  Du côté de  la région AP2, plusieurs protéines montraient des 
différences au niveau de la longueur de leur HC et/ou des substitutions d'acides aminés dans des 
positions conservées. Ces différences sont répertoriées dans le tableau 2.  Du côté de la région C-
tenninale, plusieurs protéines montrent des substitutions dans des positions conservées (Tableau 
2).  Cette  analyse  montre  que  la  séquence/structure  de  19  copies  (homéologues)  chez  le  blé 
hexaploïde dévie de celle conservée dans le groupe et pourrait donc avoir un impact sur l'activité 
biologique de ces CBF et représenter des allèles sub optimaux. 
En conclusion, l'analyse du répertoire CBF présent chez le cultivar Norstar, tolérant au gel, 
montre qu'il est complexe (au moins 64 gènes identifiés). Il contient: 1) deux pseudogènes CBF 
exprimés  (Illc-13.1 a  et  IVd-B22a)  mais  non  fonctionnelle  à  cause  de  la  présence 
d'insertion/délétion dans la séquence et de codon stop interne; 2)  5 gènes CBF (ll-5.5, Illc-3.1, 
Na-2.2, !Vb-A20 et !Vb-21.2)  démontrent des  extensions/délétions  d'acides  aminés  dans  leur 
domaine  C-terrninal;  3)  19  gènes  additiorinels  possèdent  des  changements  d'acides  aminés 
déviant des séquences/structures consensus observées. 3.3  IDENTIFICATION DE POLYMORPHISMES CHEZ LES CULTN  ARS DE 
PRINTEMPS CHINESE SPRING ET MANITOU 
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Nous savons d'un côté que plusieurs groupes CBF (Ille, Illd, Na, Nb, Ne et Nd) sont 
associés  à la tolérance au  gel.  Les gènes de  ces  groupes  sont exprimés plus fortement chez les 
cultivars  d'hiver en  comparaison aux  cultivars  de printemps  (Badawi et  al.  2007).  D'un autre 
côté,  un QTL de  tolérance au gel coïncide avec la localisation chromosomique des  gènes CBF 
chez le blé (Miller et al.  2006; Baga et al.  2007) et chez l'orge (Skinner et al.  2006). Comme les 
CBF peuvent être à la base de cet important phénotypé, une hypothèse plausible pour expliquer 
leur contribution pourraient être que les  gènes  CBF possèdent des différences moléculaires  au 
niveau des régions codantes qui influencent l'activité biologique des protéines CBF exprimées. 
Comme l'information entourant la région  codante des  CBFs est  assez exhaustive,  nous. avons 
initié  l'examen  de  ces  régions  chez  plusieurs  cultivars.  Nous  avons  dessiné  des  amorces 
· spécifiques qui ont servi à l'amplification de gènes CBFs chez deux cultivars de blé de printemps 
plus  sensible  au  gel,  Chinese Spring  et  Manitou,  et  aussi  le  cultivar Norstar d'où·  provient  à 
l'origine l'information de séquence. Tableau 3.2 Liste des homéologues CBF qui contiennent des mutations qui affectent la séquence/structure 
consensus CBF. 
Gène  Mutation  Conséquence  Région (effet) 
TaCBFII/d-24.2a  . c.129G>C  p.E43D  CMIII-3 (position conservée) 
TaCBFII/d-24.3  c.139C>T  p.P47S  CMIII-3 (position conservée) 
TaCBFIVb-D20  c.92A>G  p.K31R  CMIII-3 (position conservée) 
TaCBFIVb-21.2  c.64A>T  p.R22W  CMIII-3 (position conservée) 
TaCBFNd-B4  c.104A>G  p.H35R  CMIII-3 (position conservée) 
TaCBFII/a-6.2  c.317C>T  p.Al06V  AP2 (HC4 étendu) 
TaCBFII/c-3.1  c.239C>A  p.A80D  AP2 (position conservée) 
TaCBFII/c-B 10  c.269G>T  p.R90L  AP2 (HCS étendu) 
TaCBFII/d-D27  g.242T>C  p.V81A  AP2 (HC3 raccourcit) 
TaCBFIIId-A15  c.238C>T  p.HSOY  AP2 (HC4 étendu) 
TaCBFII/d-A19a  c.221G>A  p.R74Q  AP2 (position conservée) 
TaCBFII/d-24.1  c.242T>C  p.V81A  AP2 (HC3 raccourcit ) 
TaCBFIIld-24.2a  c.259G>A  p.A87T  AP2 (position hydrophobique) 
TaCBFNa-A28  g.176TC>AA  p.V59E  AP2 (HC2 raccourcit) 
TaCBFNa-D28  g.209T>C  p.V70A  AP2 (HC3 raccourcit) 
TaCBFIVb-21.2  c.136T>C  p.Y46H  AP2 (HC2 raccourcit) 
TaCBFNd-D9  c.274TC>AT  p.S92I  AP2 (HC4 raccourcit) 
TaCBFNd-B22a  c.181C>G  p.P61A  AP2 (HC2 raccourcit) 
TaCBFII/a-6.2  c.392C>T  p.Al31V  CMIII-1 (HC7 étendu) 
TaCBFII/c-3.2a  c.407T>C  p.F136S  CMIII  -1  (HC8 raccourcit) 
TaCBFII/d-D2 7  g.359T>C  p.Ll20P  CMIII  -1 (HC7 raccourcit) 
TaCBFII/d-A15  c.331T>C  p.S111P  CMIII-1 (HC7 raccourcit) 
TaCBFNd-B4  c.346G>T  p.Gl16C  CMIII-1 (position conservée) 
TaCBFIIIa-6.2  c.581T>A  p.Ll94Q  CMIII-2 (position conservée) 
TaCBFIIId-24.1  c.589G>C  p.Al97P  CMIII-2 (HC4 séparé) 
TaCBFIIId-24.2a  c.505G>T  p.D169Y  CMIII-2 (HC1  étendu) 
TaCBFNc-B14  c.539G>T  p.Cl80F  CMIII-2 (HC4 étendu) 
TaCBFNc-14.3  c.518G>T  p.G173V  CMIII-2 (position conservée) 
TaCBFNc-14.3  c.525G>C  p.M175I  CMIII-2 (position conservée) 
TaCBFNd-4.1  c.491G>T  p.Gl64V  CMIII-2 (HC2 étendu) 
TaCBFII/d-15.2a  c.716G>C  p.W239S  CMIII-4 (position conservée) 
TaCBFII/d-24.3  c.694T>G  p.W232G  CMIII-4 (position conservée) 
TaCBFNa-2.3  c.665C>G  p.S222W  CMIII-4 (position conservée) 
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Les séquences décntes dans le tableau 1 et dans (Badawt et al. 2007) ont été alignées et analysées par HCA (Ftgures 
4-9). Seulement les substitutions survenant dans des motifs conservés (CMIII-3, AP2, CMIII-1, CMIII-2 et CMIII-4) 
des  protéines CBF sont énumérées dans ce tableau, et elles sont regroupées en  f~nction de la région concernée. La 
nomenclature utilisée pour décrire les mutations  et leur conséquence est basée sur les  suggestions décrites par den 
Dunnen et Antonarakis (2000). Le A du codon initiateur ATG de l'homéologue présenté est noté comme nucléotide 
+1. Brièvement au niveau nucléotidique, le G présent dans les autres homéologues est remplacé parC (position 129) 
dans TaCBFIIld-24.2a tandis qu'au niveau protéique, leE dans les autres homéologues est remplacé par D (position 
43) dans TaCBFIIId-24.2a. 56 
À  ce  JOur,  notre  première  série  d'oligos  a  permis  de  ré-amplifier  spécifiquement  des 
variantes  de  50  des  65  gènes  CBF identifiés  chez  Norstar.  Ces  gènes  montrent  soit  100% 
d'homologie  avec  la  séquence  initiale  de  Norstar  ou  soit,  ils  représentent  un  proche  variant 
· (>99%) du gène (Tableau 3). Globalement, l'analyse a permis de reconfirmer la séquence initiale 
Norstar pour 41  des 50 gènes ré-amplifiés. Les cultivars de printemps partagent en grande partie 
les  mêmes  variantes/haplotypes  avec  Norstar car 31  des  41  gènes reconfirmés ont été  trouvés 
chez  au  moins  un  génotype  de  printemps.  Le  fait  que  nous  n'avons  pas  confirmé  toutes  les 
séquences  irutiales  est  du  à  plusieurs  raisons,  dont  une  priorisation  pour  des  combinaisons 
(amorces-ADN  blé  de  printemps),  le nombre  limité  de  séquences  analysées  (239  séquences), 
et/ou  l'existence d'erreurs  dans  la  séquence  initiale  de  Norstar.  D'autre  part,  cette  analyse  a 
permis  de  révéler  des  haplotypes  (:>99%  d'homologie)  de  10  gènes  CBF  retrouvés 
spécifiquement chez les cultivars de printemps (9  de ces  gènes ont été confirmés dans les deux 
cultivars). Ces gènes ont été nommés en introduisant une lettre minuscule additionnelle après le 
numéro  du  gène  et  incluent  :  TaCBFII-5.1b,  TaCBFII!c-3.2b,  TaCBFIIIc-13.1  c,  TaCBF1Ild-
15.2b, TaCBFIIld-16.1b, TaCBFII!d-Al9b, TaCBFII!d-24.2b, TaCBFIVb-A20b, TaCBFIVd-9.1b 
et  TaCBFJVd-26.2b.  De plus, cette analyse a permis d'identifier un  variant/copie additionnelle 
chez  Norstar  TaCBFIIIc-13.1  b  (>99%  d'homologie)  et  un  nouvel  homéologue  identifié  chez 
Chinese  Spring et  Manitou  TaCBFIVa-25.3  (98.1%  d'homologie . versus  TaCBFIVa-25.2).  Le 
reste  des  variantes  de  séquence  présentées  au  Tableau  3  représente  potentiellement  des 
haplotypes spécifiques à un cultivar et/ou des évidences de copies additionnelles du gène chez un 
cultivar.  On  peut dénombrer 30, 21,  13  copies paralogues!haplotypes spécifiques chez Chinese 
Spring,  Manitou  et  Norstar,  respectivement.  Comme  ces  informations  n'ont pas  été  vérifiées 
chez d'autres cultivars, ces séquences n'ont pas été déposées dans la base de  données du NCBI 
non redondante, mais sont rajoutées à l'analyse pour déceler si des variations dans leur séquence 
affectent potentiellement leur structure et/ou activité biologique. 57 
Tableau 3.3 Liste de tous les gènes/paralogueslhaplotypes de CBF retrouvés chez le blé hexaploïde. 
~èneCBF  100% homologue  INorstar  Chinese Spring  Manitou (spécifique) 
avec CDS de gène  (spécifique)  (spécifique) 
Norstar initial 
TaCBF/-1.1  ~s  (541/654) 
Man (585/654) 
TaCBFI-1.2  [Man (654/654)  S06 (353/654) 




., 1  1  '·1  :! 
~76N 
TaCBFI-1.3  Nor (654/654) 
cs (488/654) 
Man (  484/654) 
TaCBFl/-5.1 b  ~s  (678/678)  M08 (576/678) 
Man (577/678)  l\  >  ~· J 
Hl57Y 
lsll+M09 versus 5.1a 
\..  .. C  ,J:?.b 
D211G 
TaCBF/l-5.2  Man (660/660) 
cs (593/660) 
Nor (584/660) 
TaCBF/l-5.3  cs (687/687)  M14 (436/687) 
Nor (522/687)  ''1 Hlt> 
TaCBF/l-5.4  ~s  (633/633) 
INor (419/633) 
TaCBF/l-5.5  [Man (409/675) 
~s  (524/675) 
INor (675/675) 
TaCBFIJla-6.1  iMan (7111711)  N33 (71 117 Il)  lS29 (6381711)  M2l (711 1711) 58 
IA>G 86  G>T 696  ~>A  376 
IE29G  W232C  ~126T 
TaCBFI/Ia-6.2  IN38  (71 1171 n 
T>A 546 
TaCBFl/la-D6  INor (717  /717) 
Man (602/717) 
TaCBFll/b-23.1  Man (703/735)  S197 (581/735)  M22 (726/735) 




TaCBFll/b-23.2  Man (666/735)  N50 (607/735)  s  195 (683/735)  M26 (518/735) 
cs (735/735)  G>A 544  G>A 327  G>C 517 
Nor (694/735)  A182T  ~173P 
TaCBFll/b-23.3  M24 (524/732) 
T>C 685 
C229R 
TaCBFJ/lc-3.1  iMan (591/732)  M 159 (600/732) 
~s  (6561732)  G>A  132 
iNor (687/732) 
TaCBFlllc-3.2a  INor (683/741) 
TaCBFll/c-3.2b  K:s (6941741) 
Man 
S217 et M165 
Versus  TaCBFIIIc 
3.2a 
C>A  222,  G>C  263 
G>A 367, T>C 407 
Y74S,R88G, P136S 
TaCBFlllc-D3  Man (738/738)  ls 153 (738/738) 
Nor (583/738)  C>T 237 59 
Sl 54 (689/738) 
C>T  67,  G>A  304, G>A 
454 
~23Y,A102T,E152K 
TaCBFli/c-810  cs (723/723)  N73 (649/723) 
Man (723/723)  C>T 413, 
1'>C 465 
Tl381 
TaCBFJ/lc-10.1  Nor (663/723)  s  160 (676/720)  M42 (6571723) 
G>A 353, C>T 471, G>C G>A  131,  C>T  471 
518  fG>C 518 
R118H, G173A  R44H, G173A 
TaCBFlllc-10.2  ~an  (650/723) 
TaCBFJI/c-13.1b  iNor (704/733) 
t:il.Ql 
~ers  us  TaCBFillc 
13.lal 
C>G 202 
TaCBFlllc-13. /c  ..... s (685/733)  S223 (6321733) 







TaCBFli/d-12.1  Nor (3971738)  S227  (5221738)  M44 (7381738) 
G>A 72  G>C 612, G>A 707 
R236H 
TaCBFll/d-812  Man (5201738)  ~24  (  4891738) 
cs (5591738)  C>T 576 60 
Nor (5881738) 
TaCBF/lld-A15  Man (7201720)  S231 (6751720) 
cs (6921720)  G>A 229 
Nor (7201720)  ~77T 




C>T  84,  T>C  243, 
C>T  293,  G>A  397. 
~CGTCGTCGT 
503, A>G 685, C>G 
707 
A>V28,  M>T  81 
P>S 97, AR.RR 168, 
R>G235 
TaCBF/lld-16.1a  Nor (7021702) 
TaCBF/lld-16./b  Man (7021702) 
cs (6591702) 
S44/M58 
Versus  TaCBFilld 
16.la 
I'>C 400, T>C 507 
~134P 
TaCBF/lld-16.2  Man (6571702) 
cs (3801702) 
INor (7021702) 
TaCBFllld-AJ9a  IN97 (6581705) 
G>A 221 
R74Q 
TaCBFI/ld-AJ9b  Man (6941705) 61 




C>T  86,  G>T  265. 
C>A 656 
S29L, A89S, T219N 
TaCBFIIld-Bl9  Man (5461706) 
INor (7061706) 
~s  (6841706) 
TaCBFIIld-Dl9  Man (5391705) 
INor (7051705) 
ts  (6721705) 
TaCBFilld-24.2a  INor (5541705) 
TaCBFllld-24.2b  ~s  (7051705)  S68 (6821705)  M78 0051705) 
Man (7051705)  G>A 556  G>A 87 
E186K 
S641M75  M80 no 11705) 
~ersu s  TaCBFilld  C>A 536 
24.2a 
f>C  JU,  l>G  129, 
T>C 381.  T>G 505. 
G>A 654 
iv>AlO,  T>R43 
IL>P127 
TaCBF/Va-A2  ts  (678/678)  ls70 (678/678)  M81  (678/678) 
INor (678/678)  l'>C 568  A>(; 213 
IY190H 
S71  (678/678) 
A> T 629, G>A 655 
~210V,  D219N 
TaCBF/Va-2.2  IMan (5911771) 62 
cs (7321771) 
Nor (771/771) 
TaCBF/Va-25.1  Man (633/693)  S97 (584/693) 
cs (693/693)  C>T 209 
Nor (602/693)  P70L 
TaCBF/Va-25.2  Nor (693/693) 
TaCBF/Va-25.3  Man (693/693) 
cs (693/693) 
TaCBFlVb-A20b  tes (648/648)  M10l (582/648) 
Man (603/648)  G>A 266 
R89H 
N215/Ml00  versus 
TaCBFIVb-A20a 
C>T  71.  A>G  93 
~>T 213,  G>A  214, 
C>T  273.~  CGC 
lfTA  377, A>C 466 
IR>W  24,  K>R31 
R>l71,  P>L91,  ~L 
126 
TaCBF/Vb-B20  Man (586/639) 
TaCBF/Vb-21.1  Man (609/609) 
cs (609/609) 
Nor (609/609) 
TaCBF!Vb-D21  Man (609/609) 
cs (589/609) 
Nor (609/609) 
TaCBFJVb-2 1.2  INor (609/609) 
TaCBFIVc-14.1  N139 (639/639)  s  107 (639/639)  M 116 (639/639) 
r..>A 376  ~>A  576  C>T 79, G>A 576 
!At26T  R27W 
M203 (639/639) --- - 1 
63 




C>T  79,  C>T  567 
(;>1\ "i7(1 
R27W 
TaCBFIVc-B14  Man (645/645) 
cs (606/645) 
Nor (645/645) 
TaCBF/Vc-14.3  Man (597/645) 
ts  (531/645) 
TaCBF/Vd-4.1  Nor (669/669)  N122 (669/669)  S90 (669/669)  M124 i662/669) 
A>T 365  C>G 102, G>A 338, CYl G>·\ 338 
!EI22V  599  G113E 
F34L, Gll3E 
M 125 {654/669) 
S91  (630/669)  C>T 313, G>A 338 
C>G 102, G>A 338  RIOSW, G113E 
F34L,G113E 
TaCBFIVd-B4  Nor (670/670)  S266 (670/670) 




11128  ins  S 
(changement de cadre d~ 
ecture) 
S267 (670/670) 
T>G  346,  381
11382insA, 
C>  TS38, C>  T 650 
Cl16G,  127
11128  ins  S 
(changement de cadre de 
ecture) 64 
TaCBFIVd-9.la  Nl41 (700/810) 
A>G494 
Q165R 
TaCBF!Vd-9.Jb  cs (810/810)  s  128 (722/81 0)  Ml30(636/8IO) 
Man (727  /810)  hG789  l'>f' 404 
Q135P 
Sl10/Ml3l  versus  Sl3l (672/810) 
TaCBFIVd-9.1a  C>T 249 
f'>A  309, G>C 393, 
A>  T  404,  C>A  538. 
G>T 633, G>C 747 
TaCBF!Vd-26.2a  Nor (639/639)  ls 165 (639/639) 
G>T 624 




l :>A  2(1(l 
A69D 
TaCBFJVd-26.2b  Man (639/639) 
M2Q1 versus 
fraCBFIV  d-26.2a 
~>G 51,  A>G  240 
C> J'  303,  T>C  407, 
C>G  496,  C>T 516, 
C>G 597 
H>R17,  Y>C80 
P>LlOl,  S>P135 
S>R165,  S>L172 
T>S199 
TaCBF!Vd-B9  Man (776/810)  Sl32 (748/810) Nor (730/81 0)  G>~  748 
Sl34 (740/810) 
I'>C 6.t4, G> \  748 
IL215P, G250P 
TaCBFIVd-D9  Nor (661/810)  s  135 (793/810)  Ml36 (674/810) 






l'>A  137 
V46E 
TaCBFIVd-A22  iMan (724/828) 
TaCBF!Vd-B22  !Man (681/860)  N  151  (782/860)  Sl48 (677/860) 
C>T  254,  G>A G>A 253, A>G 706, A>G 
519  787 
Dans les haplot  pes (b) et (c), les mutat10ns et leurs consequences sont rapportés en  corn  araison  av 
l'haplotype  d'orfgine  (a)  de  Norstar.  Pour les  haplotypes  spécifiques  détectés  chez  N, ts  et  M,  1~~ 
mutations et leurs conséquences sont rapportés en comparaison avec l'haplotype décrit dans la première 
colonne. 
La nomenclature des mutations est basée sur les recommandations de Dunnen et Antonarakis, (2000). 
*T>A 144 (Substitution de T par A dans la 144° position nucléotidique) 
*H40E (Substitution de l'acide aminé H par l'ac1de aminéE dans la 40° position de la protéine) 
*6G  120  (Délétion  d'un  nucléotide  ou  acide  aminé  G  sur  la  120°  positiOn  de  la  chaîne 
nucléotidique/protéique, respectivement) 
*  130~ 131  ms.  A  (Insertion d'un nucléotide ou acide  aminé  A  entre la  position  130  et  131  de  chaîne 
nucléotidique/protéique, respectivement) 
En analysant le Tableau 3, il est possible de dénombrer que  110 changements d'une base 
(SNP)  ont  été  détectés.  Ces  changements  incluent  75  transitions  (A~G ,  T~C) et  35 
transversions  (A/G~C/T). Donc  selon  nos  calculs,  environ  70%  des  changements  sont  des 
changements de transition. Pratiquement  dans  toutes  les  séquences  d'ADN/génome étudié,  les 
changements  de  transition  se  produisent  à  des  fréquences  supérieures  aux  changements  de transversion (Brown et al.  1982; Gojobori et al. 1982; Curtis et Clegg,  1984; Wakeley, 1994, 
1996). 
66 
Sur les 110 polymorphismes détectés sur les gèrres CBFs, 43 représentent des changements 
silencieux, ne causant aucun changement sur les protéines, 66 représentent des mutations faux-
sens  causant  des  substitutions  d'acides  aminés,  et  une  représente  une  mutation  non-sens  qui 
change  un  codon  d'acide  aminé  par  un  codon  stop  (Tableau  4).  Les  mutations  faux-sens 
comprennent des  substitutions d'acides aminés  hydrophobes ou  hydrophiles par un  autre acide 
aminé de la même catégorie ou de catégorie différente. On peut prévoir que des substitutions par 
des acides aminés qui se ressemblent au niveau biochimique auront une incidence moindre sur la 
fonction des protéines CBF. De plus, plusieurs gènes CBF contenant des insertions/délétions de 
bases  ont été  identifiés. Comme ces· mutations  changent le cadre de  lecture,  elles rendent les 
protéines non fonctionnelles. 
Sur les  66  mutations faux-sens,  15  mutations  ont été identifiées  sur  la  chaîne protéique 
dans  le  domaine  AP2  et  10  mutations  dans  le  domaine  C-terrninal.  En  tenant  compte  de  la 
longueur de  la région analysée, le tableau 4 montre que le nombre de mutations trouvé sur les 
signatures CBF ou entre les  ~omaines AP2 et C-terminal est plus grand que celui présent dans les 
domaines conservés AP2 et C-terrninal (Figures 4-9). 67 
Tableau 3.4 Nombre de polymorphismes (SNP) causant des mutations faux- et non-sens sur les différentes 
parties de la protéine CBF. 
Nombre de mutations sur la signature CBF CMIII-3 
11 
(:::; 25 acides aminés) 
Nombre de mutations sur le domaine AP2 
15 
(:::; 60acides aminés) 
Nombre de mutations sur la signature CBF CMIII-1 
12 
(:::; 30 acides aminés) 
Nombre de mutations entre les domaines AP2 
19 
et C-terminal(:::; 25-50 acides aminés) 
Nombre de mutations sur le domaine C-terminal 
10 
(:::; 70 acides aminés) 
Nombre total de SNP  66 
/  ,  Les calculs sont bases sur les figures de 1 analyse HCA (F1gures 4-9) 
Lors des  analyses HCA des  protéines de deux cultivars de printemps, Chinese Spring et 
Manitou, nous avons dans un premier temps étudié les orthologues de gènes Norstar déviants des 
séquences consensus.  Nous  avons  trouvé que les deux pseudo  gènes (IIIc-13.1 et IV  d-B22) qui 
ex.istent  chez  Norstar,  sont  présents  chez  Manitou  et  Chinese  Spring.  Toutefois,  le  gène 68 
TaCBDIIIc-13.1 c est différent et ressemble beaucoup à son orthologue chez le blé diploïde, il 
contient une insertion de  11  acides aminés dans le domaine AP2, mais subit en plus une délétion 
d'une base (19delT en amont de  CMIII-3) qui change le cadre de lecture. Parmi les cinq gènes 
avec  des  délétions/insertions  dans  le  domaine  C-terminal  chez  Norstar,  l'information  de 
séquence incomplète pour les gènes TaCBFII-5.5 et TaCBFNc-21.2 ne permet pas  de tirer des 
conclusions  tandis  que  les  gènes  TaCBFIIc-3.1,  TaCBFNa-2.2  et  TaCBFIVb-A20b  chez  les 
cultivars de printemps, ont des régions C-terminales de longueur similaire à leur orthologue chez 
Norstar.  Parmi les  19  protéines Norstar possédants des  changements  d'acides  aminés  dans  le 
domaine  AP2  ou  C-terminal,  sept  gènes  (TaCBFIIIa-6.2,  TaCBFllld-!)27,  TaCBFllld-24.1, 
TaCBFIIId-24.3,  TaCBFNa-A28,  TaCBFNa-D28,  TaCBFNa-2.3)  n'ont  pas  encore  été  ré-
amplifiés chez les  cultivars  de  printemps.  D'autre part, chez  Chinese Spring  et Manitou, huit 
protéines montrent les mêmes changements que les protéines TaCBFIIIc-B10, TaCBFIIId-A15, 
TaCBFIVc-B14  et  TaCBFNc-14.3,  TaCBFIVd-D9,  TaCBFIVd-B22a,  TaCBFIVd-4.1  et 
TaCBFIVd-B4  de  Norstar.  Sur les  quatre  protéines  qui  diffèrent  de  celles  de  Norstar  à  ces 
positions, seulement une protéine représente une version améliorée, car elle se rapproche de la 
séquence  consensus  tandis  que  trois  sont  des  versions  équivalentes.  Par  exemple,  les 
substitutions  problématiques  dans  les  domaines  AP2  et  C-terminal  de  TaCBFIIId-24.2a  sont 
rétablies  sur . TaCBFIIId-24.2b  (D43E,  Y169D).  La  protéine  TaCBFIIIc-3.2b  montre  une 
substitution (S 136F)  sur le HC8 qui  rétablit le consensus à cette position, mais le changement 
(A88G) entre les HC3 et HC4 sur l'hélice a du domaine AP2l'éloigne du consensus. La position 
occupée  par  l'alanine  est  importante  pour  la  stabilisation  hydrophobique  de  la  structure  du 
domaine AP2 (Allen et al.  1998).  Malgré le  changement (Q74R)  chez TaCBFIIId-A19b qui  a 
rétabli le consensus à cette position, le changement de  l'alanine sur l'hélice a  (A89S) l'éloigne 
du  consensus. Chez TaCBFIIId-15.2b, la substitution (S236W) sur le domaine HC6 du domaine 
C-terminal rétablit le  consensus à cette position, mais  à cause du  remplacement d'acide aminé 
hydrophobe (A98V), les deux HC (HC5 et HC6) de la région AP2 sont devenus continuels. Pour 
les  autres  haplotypes  présenté~ dans  le  Tableau  3,  quatre  allèles  TaCBFII-5.1b,  TaCBFIIId-
16.Jb,  TaCBFNd-26.2b  et  TaCBFNd-9.lb  codent  pour  des  protéines  ne  présentant  pas  de 
déviations  majeures  par  rapport  au  consensus.  La  protéine  TaCBFNb-A20b  contient  trois 69 
changements majeurs, sur la signature CBF, CMIII-3 (P24L), dans le domaine AP2 (A72T), et 
sur le CMill-1 (AV122 del) par rapport à son homéologue chez Norstar, qui ont comme effet de 
l'éloigner du consensus. 
Donc il  est clair que  les  gènes  CBF chez les  cultivars de  printemps sont complexes. ils 
contiennent les deux pseudogènes retrouvés chez Norstar et la majorité des protéines analysées 
présentent  les  mêmes  changements  que  Norstar  vis-à-vis  la  séquence  consensus.  Une  des 
protéines analysées TaCBFilld-24.2b est plus similaire à la séquence consensus que la variante 
chez  Norstar.  Trois  autres  protéines  TaCBFIIIc-3.2a,  TaCBFIIId-Al9a  et  TaCBFilld-15.2a, 
présentent des changements qui s'annulent, certaines modifications 1' approchent du consensus et 
d'autres l'éloignent. La dernière protéine analysée, TaCBFIVb-A20b, possède des  changements 
qui l'éloignent du consensus. 70 
Tableau 3.5  Liste des  mutations survenant dans des  portions conservées  de  gènes  CBF groupées selon  la 
région impliquée. 
Gène  Mutation (ADN)  Conséquence (Protéine)  Région 
TaCBFIIIb-23.1  M27 (~G  61)  63delG  CMIII-3 
TaCBFIV  c-14.1  M116 (C>T 79)  R27W  CMIII-3 
M204(C>  T 79)  R27W  CMIII-3 
P20L,R27W  CMIII-3 
M203 (C>T 59, C>T79) 
TaCBFIIIc-10.1  M42 (G>A 131)  R44H  AP2 
TaCBFIIld-A15  S231  (G>A 229)  A77T  AP2 
TaCBFIVa-25.1  S97 (C>T 209)  P70L  AP2 
TaCBFIVd-26.2a  N140 (C>A 206)  A69D  AP2 
TaCBFIVd-D9  S275 (T>A 137)  V46E  AP2 
TaCBFIIla-6.1  M21  (G>A 376)  A126T  CMIII-1 
TaCBFIII  c-1 0.1  S160 (G>A 353)  R118H  CMIII-1 
TaCBFIVd-4.1  N122 (A>T 365)  E122V  CMIII-1 
M125 (C>T 313)  R105W  CMIII-1 
TaCBFJVd-D9  M136 (C>T 496)  Q166X  en aval de CMIII-1 
TaCBFIIId-24.2b  S68 (G>A 556)  E186K  CMIII-2 
TaCBFIVa-A2  S70 (T>C 568)  Y190H  CMIII-2 
TaCBFIVd-B9  S  134 (T>C 644)  L215P  CMIII-2 
'  ' 
A  '  ..  '  * La liste complete des genes et des  mutations peut etre trouve dans  le  tableau  3.  La nomenclature ut1lisee  pour 
décrire  les  mutations et les  conséquences  est basée  sur les  suggestions  décrites  par den Dunnen  et  Antonarak.is 
(2000). Le A du codon initiateur ATG (méthionine) de la séquence Norstar est noté nucléotide +1. Dans la deuxième 
colonne, la lettre indique les cultivars de blé: N, Norstar; CS, Chinese Spri~!f et M, Manitou, et le nombre indique le 
nom  du  clone.  Les  motifs  conservés dans  les protéines  CBF (CMIII-3,  Ar'2,  CMIII-1,  CMIII-2 et CMIII-4)  sont 
indiqués dans les figures 4, 5, 6, 7, 8 et 9. 
Parmi les  haplotypes  spécifiques retrouvés  chez les  trois  cultivars,  Manitou contient  16 
haplotypes nouveaux et Chinese Spring en a 17. Le nombre de mutations non-sens/faux-sens est 
17  et 20 chez chacun de  ces  cultivars, respectivement.  Nous  avons prése.nté  dans  le tableau  5 
uniquement les changements se produisant dans des régions conservées, car on peut prévoir que 
ces changements auront plus d'effet sur la structure de la protéine et son activité biologique. Par 
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exemple, nous savons que les  16  acides  aminés sur la signature CBF,  en amont du domaine 
AP2 sont hautement conservés et qu'ils ont probablement une fonction spécifique inconnue qui 
permet la liaison de la protéine à l'ADN (Canella et al.  2010). De plus, plusieurs acides aminés 
critiques  ont été identifiés pour la liaison  à l'ADN dans  le domaine AP2 (Allen et al.  1998). 
Parmi  les  trois  haplcitypes  du  gène TaCBFIIIb-23.1  détectés  chez. Manitou  (Tableau  3),  M25 
(100%  homologue  à Norstar),  M22  et  M27,  seul  M27  a une  délétion  d'un nucléotide  sur  le 
CMIII-3 en amont du domaine AP2 (Figure 6). Cette délétion cause un changement dans le cadre 
de  lecture après la position 22. Pour le gène TaCBFillc-10.1, l'haplotype chez Manitou (M42)  a 
une substitution (R44H) dans le domaine AP2, sur un résidu très conservé tandis que l'haplotype 
chez Chinese Spring (S160) montre une substitution (R118H) dans une position différente, mais 
aussi  sur un  résidu très  conservé.  Donc les deux cultivars de printemps ont des  haplotypes  du 
gène TaCBFIIIc-10.1 qui s'éloignent du consensus. Pour le gène TaCBFNd-B4, Chinese Spring 
possède deux haplotypes, S266 et S267, qui montrent une insertion d'une base dans le CMill-1 
' 
et ainsi un changement dans le cadre de lecture qui rend leur protéine non fonctionnelle. Manitou 
et Norstar n'ont pas  cette insertion. Pour le gène TaCBFIVd-D9, l'haplotype M136 de Manitou 
possède une substitution d'une base qui provoque l'apparition d'un codon stop entre le domaine · 
AP2  et C-terminal. Norstar et Chinese Spring n'ont pas  cette mutation. Toutefois, un des  trois 
haplotypes détectés de Chinese Spring (S275) possède une substitution V46E qui arrive dans une 
position importante pour la structure/fonction du  domaine AP2.  Cette substitution rend aussi le 
HCl  du  domaine  AP2  plus  petit.  Le  gène  TaCBFIVc-14.1  a deux  haplotypes  chez  Manitou, 
M116 et M203. Tous les deux montrent une substitution (R>W)  dans le domaine CMill-3 dans 
une  position  très  conservée  et  très  importante  pour  l'interaction  de  la  protéine  CBF  et  le 
promoteur.  Le  gène  TaCBFIVd-26.2a  possède  un  haplotype  chez  Norstar  (N140),  où  une 
substitution  dans  le  domaine  AP2  (A>D)  sur  un  acide  aminé  conservé  et  important pour  la 
liaison  à l'ADN,  peut  affecter  la  fonction  de  protéine.  Le  HC8  du  domaine  AP2  du  gène 
TaCBFIVd-4.1 chez le même cultivar est élargi à cause d'une substitution d'une Valine à la place 
de  Glutamate. CHAPITRE IV 
DISCUSSION 
Ces dernières années, la famille des gènes CBF chez les Triticeae a été un sujet important 
de recherches. Le locus Fr-2 s'est révélé important dans la régulation de la tolérance au gel chez 
le blé diploïde (Vagujfalvi et al.  2003), chez l'orge (Francia et al.  2004) et chez le blé hexaploïde 
(Toth et al.  2003; Baga et al.  2007). L'analyse des locus Fr-2  a montré la présence de multiples 
gènes  CBF chezle blé (Milleret al. 2006;  Baga et al.  2007; Badawi et al.  2007) et chez l'orge 
(Francia  et  al.  2004;  Skinner et  al.  2006). Les  analyses  de  séquences  CBF chez  les  céréales 
suggèrent  que  les  différentes  espèces  ont  des  familles  CBF diversifiées  et  complexes.  Nous 
avons  maintenant identifié 65  gènes  CBFs  chez le  blé hexaploïde représentant 27  groupes  de 
gènes, avec un à trois homéologues de chaque gène. Ce travail représente une étape importante 
vers  l'identification du répertoire complet des  gènes  CBF chez le blé hexaploïde. Les  nombres 
élevés de gènes CBFs nous suggèrent qu'ils auraient des  fonctions différentes. L'analyse HCA 
·montre que basé sur la structure secondaire des protéines CBF, nous pouvons les présenter dans . 
quelques  dix-huit sous-groupes  possédant  des  structures  différentes,  et qui pourraient affecter 
leur  propriété  et  leur  activité  biologique.  Comme  déjà  mentionné,  plusieurs  changements 
d'acides aminés situés dans les motifs/signatures CBF, le domaine AP2 et la région C-terrninale 
ont été détectés dans notre étude. Ces changements ont, entre autres, comme effet de modifier la 
longueur des HC dans plusieurs domaines des protéines CBF. Les changements détectés dans le 
domaine AP2 peuvent avoir un effet sur l'interaction de  ces protéines avec l'ADN. Les études 
ont montré  que  les  gènes  CBF démontrent  des  spécificités  différentes  pour l'élément cis  lié 
(HvCBFIVa-2 versus HvCBFI-1) (Xue,  2002 et 2003), et que des  CBF appartenant aux groupes 
CBFIV  aurait  la  propriété  de  devenir  biologiquement  actif  seulement  lors  d'une  bajsse  de 
température (Xue, 2003; Skinner et al.  2005). ll est donc probable qu'avec toutes les différences 
détectées au niveau de la structure du domaine AP2, certaines auront un impact sur la spécificité 
et/ou l'affinité de  liaison  à l'ADN et  ainsi  représenteront des  groupes  fonctionnels  différents. 
Comme  déjà  mentionnés,  nous  avons  trouvé  des  différences  structurelles 
(longueurs/positionnement  des  noyaux  hydrophobiques  HC2,  HC3,  HC4,  HC5  et  HC6)  au 73 
niveau du  domaine d'activation en C-tenninal entre plusieurs groupes de protéines CBF.  Ces 
différences  suggèrent que ces  groupes possèdent des  repliements  différents  de  cette région et 
ainsi des propriétés de transactivation différentes. Chez Arabidopsis, des changements effectués 
sur les noyaux hydrophobiques bordés par de courtes régions composées de résidus qui forment 
des boucles (Wang et al.  2005), peut modifier l'activité de transactivation, et ainsi la fonction de 
la protéine CBF. Malgré que la protéine CBF puisse tolérer la substitution d'acides aminés dans 
quelques  positions,  certains  acides  aminés  hydrophobes  sont  importants  dans  le  potentiel  de 
régulation de  transactivation de  cette région (Wang et al.  2005). De plus, la protéine CBF peut 
interagir avec  d'autres facteurs  pour activer l'expression de  gènes  COR.  Chez Arabidopsis, la 
protéine  CBFl  active  l'expression  des  gènes  cibles  en  recrutant  l'histone  acetyltransferase 
(HAT), GenS  et des  protéines adaptatrice de la transcription, Ada2 et Ada3 directement par son 
domaine  AP2  (Mao  et .al.  2006).  Le  complexe  contenant  l'adaptateur  HAT,  remodèle  la 
chromatine pour que  le  promoteur devienne plus  accessible  pour les  facteurs  de  transcription 
(Stockinger et al.  2001).  ll est donc possible que différents groupes CBF fonctionnels puissent 
être impliqués dans l'interaction avec des protéines adaptatrices spécifiques présentes seulement 
dans certains tissus ou stade développemental. De plus les groupes de CBF pourraient avoir des 
fonctions différentes qui se situent dans la température d'induction de leur expression à la basse 
température, ou l'expression spécifique tissulaire ou cellulaire des gènes CBFs. 
Dans  une  étude  précédente  (Badawi  et  al.  2007),  l'expression  de  plusieurs  gènes  des 
groupes  Ille,  d et IV a, b,  c,  d  a été  associée  avec  le  développement de  la  tolérance  chez  le 
cultivar de blé d'hiver plus 'tolérant au  gel. En incluant les  gènes identifiés dans  notre étude, le 
blé hexaploïde aurait 20  groupes de  gènes répartis dans  les  groupes  IIIc,  d, IV a,  b, c et d qui 
pourraient être impliqués à rendre la plante plus résistante au gel.  L'amplification spécifique des 
groupes  ille,  d,  IVa,  b,  c  et  d  chez  les  Pooideae  s'est  déroulée  d~rant  la  période  de 
refroidissement de l'ère Eocène-Oligocène (il y a environ 26  à 33.5 millions d'années) (Sandve 
et  Fjellheim,  2010).  La  présence  de  plusieurs  copies  de  gène  protège  la  capacité  du  blé  à 
développer une résistance au froid même dans le cas de la délétion d'une des copies. La présence de  gènes néo-fonctionnels aussi peut augmenter la tolérance du blé en améliorant sa capacité 
de résistance. 
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La présence de gènes CBF néo et sub fonctionnels dupliqués indique qu'ils sont toujours 
en  évolution.  La duplication des  gènes rend le génome des  organismes plus complexe (Ohno, 
1970)  et dans  le  cas  des  CBF,  ceci  peut augmenter  la tolérance  au  froid  en  augmentant la 
. régulation des gènes cibles (Jaglo-Ottosen et al.  1998; Jaglo et al. 2001; Liu et al.  1998). 
Dans le cas où un organisme possède plusieurs copies d'un gène récemment dupliqué, la 
nature peut éliminer un  des  gènes  redondants  suite  à  1' accumulation de mutations  délétères. 
Avoir  des  gènes  sub-fonctionnels  ou  néo-fonctionnels  grâce  aux  mutations  ponctuelles  qui 
changent les  propriétés  d'une des  protéines  ou l'expression d'un des  gènes  est une  façon  de 
garder toutes les  copies d'un gène et ainsi augmenter le taux potentiel d'expression des  CBF. 
Avoir plus d'une copie augmente les chances pour avoir un gène consensus qui fonctionnera à la 
suite d'une mutation ponctuelle (Matthew, 2009). L'étude phylogénétique montre qu'au courant 
de  l'évolution des Pooideae, le nombre total de  gènes  CBF a été augmenté, contribuant ainsi  à 
l'augmentation de la tolérance au gel du blé. 
Comme les gènes CBF sont associés avec la tolérance au gel et le locus FR-2  (Stockinger 
et  al.  2007;  Vagujfalvi  et al.  2005),  ils  représentent  des  candidats  appropriés  pour  ce  QTL 
contrôlant la tolérance  au  gel  chez les  Triticeae.  Donc dans  une  deuxième étape,  nous  avons 
essayé de  trouver des polymorphismes  dans  la région  codante des  gènes  CBF qui pourraient 
causer  des  modifications  importantes  d'acides  aminés  et  ainsi  influencer  la  structure  des 
protéines CBF et leur fonction dans le développement de la tolérance au gel. Premièrement, notre 
analyse  montre  que  Norstar  possède  2  pseudogènes  CBF exprimés  et  24  des  64  protéines 
analysées  ont  une  séquence/structure  qui  dévie  de  celle  conservée  dans  les  autres  membres 
·apparentés  du  groupe.  ll est possible de prévoir que  certains  de  ces  changements  auront  une 
influence négative sur l'activité biologique de ces protéines, et ceci aurait une répercussion sur le 
développement  de  la résistance  maximale au  gel.  Ces  gènes  pourraient  donc  être  considérés 75 
comme des  allèles moins optimales  (ou  sub optimales).  Alternativement, il  est possible que 
certaines de ces protéines dont la structure/séquence dévie, pourraient avoir un·  effet positif et 
que  les  gènes  correspondant  auraient été  maintenu  par la pression de  sélection. Des  travaux 
futurs sur l'activité de ces variantes pourront trancher entre ces possibilités. De plus, nos résultats 
montrent que les cultivars de printemps, Chinese Spring et Manitou, possèdent en grande partie 
les mêmes gènes non fonctionnels/sub optimaux qui existent chez Norstar. Chez ces cultivars, les 
gènes du groupe CBFIIIC-13 et CBFIVd-B22 identifiés sont non fonctionnels. Donc même si ces 
gènes  s'exprimeraient à basse température, leurs protéines ne  pourraient pas  activer les  gènes 
COR  cibles  et ainsi  induire  la  tolérance  au  gel.  Par  contre,  le  gène  CBFIIIc-13  chez  le blé 
diploïde  n'est pas  un pseudogène  (Knox  et  al.  2008).  Le  blé  hexaploïde  n'est pas  le  seul  à 
posséder des pseudogè!les.  Le gène  CBFIIId-12  chez le blé diploïde (Knox et al.  2008), et les 
gènes CBFIIIc-13 (cultivar Tremois) (Knox et al.  2010) et CBFIIIc-8 (Skinner et al. 2005) chez 
l'orge, ne  sont pas fonctionnels. En effet le gène CBFIIIc-13 contient plusieurs mutations non-
sens chez le cultivar d'orge plus sensible au gel (Knox et al.  201 0).  De plus, chez le cultivar de 
blé diploïde sensible, la protéine du gène CBFIIld-12 est non fonctionnelle du fait de la délétion 
de  cinq acides aminés dans le domaine de liaison à l'ADN (Knox et al.  2008). La délétion de 
nucléotides dans la région codante des trois gènes de l'orge, HvCBF8A, HvCBF8B et HvCBF8C, 
les transforme en pseudogènes chez les  cultivars sensibles et résistants au  froid (Skinner et al. 
2005). Ainsi une des caractéristiques des cultivars sensibles est la présence d'un nombre élevé de 
pseudogènes avec des protéines non fonctionnelles. Chez le blé hexaploïde, notre résultat indique 
qu'une différence  dans le  contenu  de  pseudogènes  ne  serait pas  suffisante pour expliquer la 
tolérance au gel plus élevée chez le cultivar d'hiver. Toutefois, il est toujours possible que parmi 
les gènes CBF du répertoire qui n'ont pas été ré-amplifié, il ait une différence dans le contenu de 
pseudogènes entre les cultivars de printemps et d'hiver. 
L'analyse des  haplotypes retrouvés  chez les  deux  cultivars  de  printemps montre que le 
gène  CBFIIId-24.2b  semble être  meilleur/plus  optimal en  comparaison  avec  l'haplotype chez 
Norstar tandis  que l'haplotype CBFIVb-A20b  semble être moins  optimal que la variante  chez 
Norstar.  L'analyse  des  haplotypes  présents  spécifiquement  chez  un  cultivar  a  aussi  permis 76 
quelques  observations  intéressantes.  Chez  Norstar,  l'homéologue  TaCBFIV  d-4.1  a  un 
changement qui rend la région hydrophobique HC2 plus grande dans la région C-terminale. Chez 
les  cultivars de - printemps Chinese Spring et Manitou, TaCBFIV  d-4.1  possède des  substitutions 
d'acides  aminés  additionnelles  suggérant  qu'elles  pourraient représenter  des  versions  encore 
moins optimales. Les deux variantes de TaCBFIVd-B4 détectés chez Chinese Spring sont non-
fonctionnelles à cause de l'insertion d'une base. Le seul variant de TaCBFIVd-D9 détectés chez 
Manitou est non fonctionnel à cause d'une mutation non-sens, et chez Chinese Spring le variant 
S275 possède une substitution d'un acide aminé dans une position très conservée et importante 
pour la liaison à l'ADN. ll est donc possible qu'à des niveaux d'expression similaires, l'activité 
biologique des protéines du groupe IV d est plus faible chez les cultivars de printemps. Comme 
les membres de ce groupe sont exprimés plus fortement chez le cultivar d'hiver (Badawi et al. 
2007),  ceci  peut amplifier  l'inefficacité  de  ce  groupe  à  promouvoir le  développement  de  la 
tolérance chez les cultivars de printemps. 
L'analyse  de  toutes  les  cop1es  de  TaCBFIVc-14.1  retrouvés  chez  Manitou  semblent 
indiquer qu'ils sont non- ou moins-fonctionnelles à cause d'une substitution d'un acide aminé 
dans  une position très  conservée dans la signature  CBF.  Canella et ses  collègues  (201 0)  ont 
montré que la délétion ou des mutations au sein de la signature CBF, en avant du domaine AP2 
peut  considérablement nuire  à  la  capacité  de  CBF1  d'Arabidopsis  d'induire l'expression  des 
gènes COR cibles.  Cette déficience fonctionnelle n'était pas due à des mutations entraînant une 
instabilité des protéines ou de la perte de l'importation de protéines dans le noyau. Plutôt,  ces 
mutations ont considérablement nui à la capacité de CBF1  de se  lier au motif CRT/DRE. Donc 
basé  sur  cette étude (Canella et al.  2010), il est raisonnable de prévoir que les  protéines  des 
haplotypes mutés de TaCBFIVc-14.1  chez Manitou auront une déficience fonctionnelle pour se 
lier sur l'ADN de gènes COR cibles. Le HC4 de la région C-terminale du gène CBFIVc-B14 est 
plus  long  et peut modifier la  structure  secondaire  de  la protéine  et son  interaction  avec  des 
protéines  adaptatrices  de  transcription.  Les  deux  substitutions  dans  le  HC3  du  domaine  C-
terminal de CBFIVc-14.3, semblent aussi le rendre moins optimal. Ces variants de CBFIVc-Bl4 
et CBFIVc-14.3 sont présents chez les  trois  cultivars indiquant que. le seul gène consensus du 77 
groupe IVe est le 14.1 et Manitou possède un gène TaCBFNc-14.1 moins optimal pour aider 
la plante à résister aux conditions de gel. Comme les gènes du groupe IVe sont exprimés 10 fois 
plus chez Norstar comparativement aux  cultivars de  printemps  (Badawi  et al.  2007),  et que le 
nombre  de  gènes  dans  le  groupe  IVe  est petit  (un  seul),  ce  groupe  peut être  sensible  à des 
mutations qui affecteraient l'activité biologique d'un de  ces homéologues (copies). La présence 
de plus de gènes optimaux dans ce sous-groupe pourrait aider à mieux induire les mécanismes de 
tolérance  et  ainsi  survivre  au  gel.  Les  substitutions  des  acides  aminés  impliqués  dans 
l'interaction  avec  d'autres  facteurs,  affecteraient le  potentiel  de  trans-activation  des  protéines 
CBF.  Une  diminution  de  l'activité  de  trans-activation  des  CBF,  diminuerait  l'expression  de 
gènes COR et le résultat serait un blé moins résistant au  gel. D'autres gènes comme CBFIIld-19 
et CBFNa-2 ont montré des expressions 100 fois plus élevées chez le cultivar d'hiver (Badawi et 
al.  2007) et existeraient sous forme de plusieurs variantes chez 'le blé. Comme ces différences se 
trouvent dans  des  positions très  conservées, il est possible d'envisager que l'expression inégale 
chez ces cultivars cause des effets sur le développement de.la tolérance. De plus, des différences 
polymorphiques entre les deux cultivars peuvent être localisées sur le promoteur de ces gènes. 
Une  autre différence entre les cultivars résistants  et sensibles  au  froid  est la présence de· 
plusieurs copies/paralogues qui augmente la dose de  gènes fonctionnels et qui est un point fort 
pour développer la résistance au gel. Le cultivar Nure de l'orge qui est résistant au froid contient 
deux copies de  CBF2 (  CBF2A et CBF2B) et deux copies du  gène CBF4 tandis que Tremois qui 
est un cultivar sensible au  froid possède une copie de  CBF2 et une copie de  CBF4 (Knox et al. 
2010). Le gène CBF14 est exprimé à un niveau plus élevé chez le blé tolérant au gel par rapport 
au cultivar moins tolérant (Vagujfalvi et al.  2005). ll semble que le nombre de copies de ce gène 
chez le cultivar résistant est augmenté (Knox et al.  2010).  Comme suite à notre étude, il serait 
souhaitable de séquencer les régions génomiques entourant les gènes CBF identifiés chez le blé 
afin de vérifier 1' existence de copies de  gènes  CBF et pour trouver s'il y aurait une association 
entre le nombre de copies d'un gène CBF dans un génome et la capacité du cultivar à développer 
la tolérance au gel. 78 
Dans cette étude, nous avons identifié des  gènes CBF nouveaux chez le blé hexaploïde 
Norstar.  Les  protéines  CBF  du  blé  peuvent  être  subdivisées  en  18  groupes  démontrant  des 
différences structurales dans  les régions AP2 et C-terminale. Ces différences suggèrent que les 
groupes  auront des  propriétés/fonctions  différentes.  Nous  avons  ensuite essayé  d'identifier les 
différences dans les régions codantes entre les gènes CBFs chez un cultivar d'hiver (Norstar) et 
deux  cultivars  de  printemps  (Chinese Spring  et  Manitou).  Le  but était d'identifier les  causes 
possibles du comportement différent du blé d'hiver et du blé de printemps au  gel.  Notre analyse 
a montré que le cultivar d'hiver ne contient pas juste des  allèles optimaux. qui puissent aider la 
plante à développer une résistance au gel maximale. De plus, l'analyse des cultivars de printemps 
montre qu'ils possèdent des  allèles plus ou moins optimaux que chez Norstar.  Comme le gène 
TaCBFIIId-24.ia qui semble être le meilleur, mais TaCBFNb-A20b qui est probablement moins 
optimal. La différence fonctionnelle de ces protéines peut modifier leur capacité à interagir avec 
les  gènes COR et par conséquent influencer la réponse de la plante au  gel. ll y a des gènes avec 
plus  d'une  copie,  il  est  possible  que  la  redondance  de  gènes  offre  une  protection  contre  la 
délétion de ce gène dans un génome ou augmente la dose d'un gène fonctionnel important. La 
présence d'un grand nombre de groupes fonctionnels de gènes CBFs, combiné avec possiblement 
des spécificités d'expression, peut permettre à la plante une meilleure acclimatation au froid afin 
de développer une tolérance au gel plus forte. 
La  diversité  moléculaire  détectée  dans  les  gènes  provenant  de  cultivars  différents  est 
représentative de celle qui existe dans les populations de blé et rious indique une grande variation 
génétique au fil du temps (Dubreuil et al.  1996; Rebourg et al.  1999). La mutation est le point de 
départ du polymorphisme et de l'évolution moléculaire. L'analyse des polymorphismes présents 
chez  les  cultivars  testés  montre que  la  famille  CBF est  composée  de  plusieurs  catégories  de 
gènes :  pseudogènes  (codant  pour  des  protéines  non  fonctionnelles),  des  gènes  optimaux 
(protéines démontrant des structures/séquences identiques à la séquence consensus), et des gènes 
sub-optimaux (protéines démontrant des structures/séquences déviant de la séquence consensus). 
De plus, cette analyse laisse entrevoir que les  différents cultivars auront leur propre répertoire 
unique de ces différentes catégories de gènes. A court terme, il sera important d'étendre ce type 79 
d'analyse à d'autres cultivars et de  vérifier si  les  prédictions théoriques décrivant les allèles 
optimaux  et  les  allèles  sub-optimaux  se  traduisent  effectivement  par  des  changements  de 
l'activité biologique  des  protéines  correspondantes  qui  pourraient influencer la régulation  des 
gènes COR et ainsi le développement de la tolérance au gel. Les allèles optimaux retrouvés chez 
différents cultivars représenteraient des marqueurs moléculaires potentiels de résistance au gel, et 
pourraient  donc  devenir des  candidats  intéressants  dans  le  cadre de  programmes  de  sélection 
assistés qui tenteraient de réunir dans un cultivar donné,  une majorité d'allèles CBF optimaux. 
De  plus,  des  recherches futures  viseront: l'étude approfondie de  l'expression des  gènes  CBFs 
pendant l'acclimatation au froid de cultivars résistant et sensible au gel; et la recherche chez ces 
cultivars de différences moléculaires dans les régions régulatrices des gènes CBFs qui pourraient 
être  associées  avec  une  expression  plus  élevée  de  gènes  CBF.  Ces  travaux  permettront 
d'identifier  les  gènes  associés  au  processus  d'acclimatation  et  possiblement  des  candidats 
additionnels de marqueurs moléculaires potentiels de résistance au gel qui pourraient ajouter aux 
choix disponibles pour les sélectionneurs de plantes. 80 
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~aCBFI-AllCEF028751 ) 










T  GACCTCAGTGCCCTCAGCAGCGACTACTCGTCGGGGACGCCGTCCCCGGTGGGCGCGGACGGCGGCAACAGCGA 
GGGCTTCTCGACGTACATGACGGTGTCTTCGGCTCCGCCGAAGCGCCGCGCCGGGCGGACCAAGTTCAAGGAGACG 
;::::CGGTCTACl>.l'.SGGCGTGCGCCGGAGGAACCCCGGGAGGTGGGTCTGCGAGGTGCGGGAGCCGCACAGCAA 







T  GACCTCAGTGCCCTCAGCAGCGACTACTCGTCGGGGACGCCGTCCCCGGTGGGCGCGGACGGCGGCAACAGCGA 
G GGCTTCTCGACGTACATGACGGTGTCTTCGGCTCCGCCGAAGCGCCGCGCCGGGCGGACCAAGTTCAAGGAGACGO 
-GCACCCG  TCTACAAGGGCGTGCGCCGGAGGAACCCCGGGAGGTGGGTCTGCGAGGTGCGGGAGCCGCACAGCAA 
:AGAGGATATGGCTCGGCACGTTCGAGACCGCAGAGATGGCGGCGCGCGCGCACGACGTGGCCGCGCtGGCGCTGC 




SCGACGATGACGGCGAGGTCAGCTTGTGGAGCTAC  GA 
maCBFI-1.3CAccession) 










r  GACCAGTACAGCTACCGCGGCGGCGGGGACGACAATGGCCAGGGCGGGTACGCGACGGTGACGTCGGCGCCGCC 
G AAGCGGCCGGCGGGGCGCACCAAGTTCCGGGAGACGCGGCACCCGGTGTACCGGGGCGTGCGCCGGCGCGGCGCG 
CGGGCGGTGGGTCTGCGAGGTGCGCGAGCCCAACAAGAAGTCCCGCATCTGGCTCGGCACCTTCGCCTCCCCCGA 







r  GACCAGTACAGCTACCGCGGCGGCGGGGACGACAATGGCCAGGGCGGGTACGCGACGGTGACGTCGGCGCCGCO 
G AAGCGGCCGGCGGGGCGCACCAAGTTCCGGGAGACGCGGCACCCG  TGTACCGGGGCGTGCGCCGGCGCGGCGCG 
CGGGCGGTGGGTCTGCGAGGTGCGCGAGCCCAACAAGAAGTCCCGCATCTGGCTCGGCACCTTCGCCTCCCCCGA 







r  GACCAGTACAGCTACGGCGGCGGCGACGGCGACCAGGCCGGCCAGGGCGGGTACGCGACGGTGACGTCGGCGCC 
G CCCAAGCGGCCGGCGGGGCGGACCAAGTTCCGGGAGACGCGCCACCCG  TGTACCGCGGCGTGCGCCGGCGCGGC 
GGCCGGGCGGTGGGTCTGCGAGGTGCGCGAGCCCAACAAGAAGTCCCGCATCTGGCTCGGCACCTTCGCCAGCCC 








CG  TGTACCGGGGCGTGCGCCGGCGCGGCGCGGCCGGGCGGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGAGCCCAACAAGAAGTC 
GCATCTGGCTCGGCACCTTCGCCAGCCCCGAGGCCGCGGCCCGCGCCCACGACGTCGCCGCGCTCGCGCTCCGGG 
















T  GAACAGTGCGGCGTGGGCCTCTACGGCGTCGTCGAGGGCAGCGGATACGCGACGGTGACTACCGCGCCGCCTAA 
GCGGCCGGCGGGGCGGACCAAGTTCCGGGAGACGCGCCACCCGCTCTACCGCGGCGTGCGCCGGCGCGGCGCCGCG 
GCGGTGGGTGTGCGAGGTGCGCCAGCCCAACAAGAAGTCGCGCATCTGGCTCGGCACCTTCGCCACGCCCGAGGC 







T  TGTCCGATCAAGAAGGAGATGAGCGGGGAGTCCGGCTCGCCGTGCAGCGGGGAGAACTTCTACTCGCCCTCCAC 
GTCGCGGGAGCATCAGCAGGCGAAGCAGGCGGCGTGGACGTCGGCGCCGGCGAAGCGGCCGGCGGGGCGGACCAAG ~ 
CAGGGAGACGCGGCACCCG  TATACCGCGGCGTGCGGCGCAGGGGCAATGCCGGGCGGTGGGTGTGCGAGGTGCG 
TGCCCGGCAGGCGCGGGAGCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCGACACCGCCGAGGCCGCCGCGCGCGCCAACGACG 





TGGAGCTACCAGAGC  A 
TaCBFIIIa-6.2CEF028756) 









CTCGCCGACGTGCCACTCTGGAGCTACCAGAGC  A 
TaCBFIIIa-D6CEF028757) 









CCACTCTGGAGCTACCAGAGC  A  · 
>TaCBFIIIb-23. 1(Accession) 84 
T  GACATGAGCCTCGAGCACTCGAGCTCTCCCTCCTCCTCATCCACTACCGAGCGCGCCGGGACGGCGTGGCCG 
TGGCCGCCGAAGCGCCCCGCGGGCCGCACCAAGTTCCGGGAGACGCGGCACCCCGTGTTCCGCGGCGTGCGCCGCC 
__ AGCGCCGGCCGGTGGGTCTGCGAGGTGCGCGTGCCCGGGGAGCGCGGCACGCGCCTCTGGCTCGGGACGTAC 
.  ~0~CGAGGCGGCCGCGCGAGCGCACGACGCCGCCATGCTCATGCTCCGGGGCCGCTCCGCCGCGTGCCTCAA 
_ '. '...:GGG.;CTCCGCGTGGCTGCTCGCGGTGCCGCCCGCATTCACCAACCTCTCTGACGTCCGGCGCGCGGCCGTCCA 
,~2G 7 C GCGGACTTCCTGCGCCGTCCGGAGGCCAACAGTGCCGCTGCCGCGGTGCAGGAGGTCACCTCCAGCGTGT 
...  --':' ':": : ~:-C:  3-:'CGGCGG TGTGCr  .. GTG TGCCC TCGTCAGAG~  ... CGGCGCAGGC7TCCCC TGA 73C· :GC7'I7TGAGGCG 
-- -:::~~=~:~~:ATCGACGTGTTTGACC::GACTGCTTGTTTGGGGAP~~CGGACTCCGACGCGTACTACTACGC 
-----~- ----------- - -------------------r~rrrr•rrrrr~0r~wr~rrrwr~•~rrwrwr~rrr  --- - -- .=- -==·----..:::·...:·..=  ..;; ......  - • ...::·.._- ·--'ë...!.. •.;;·.;:r'!..'  .. ::'·- •  _ _  -_,__ ,_..;::'1__\_.1...::.-:.-.....--..;:- ~ · .;;:..._ ·  ....... _ -_._ ._  ·-.=·.;:·...=..!..  ;....·...::  ..:...-.\......!..  '_;; 1..;~-~·--~--.!..~...=•..:.""'l\..:J!"'-'-..!. \ ..:.0 \....  \.J 
--- - s -;:-GGJl.SCCGGAGCTG  'I:GTCGCGCTCTGGAGTn.r  ..  G 
-~~CBFIIIb -23.2(Accession) 




~.c.  ..  ~-=-c:c:GC:GTGGCT:;CTCGCGGTGCCGCCCGCGTTCACCAACCTCTCTGACGTCCGGCGCGCGGCCGTCCAGG 
~CGTCGCGGACTTCCTGCGCCGTCCGGAGGCCACCAGTGCCGCTGCCGCGGTGCAGGAGGTCACCTCCAGCGTGTCC 
-:;c:::::C:CGTCGTCGGCAGTGTGTAGTGTGCCCTCGTCAGAGACGGCGCAGGCTTCCGCTGATGCCGCTTTTGAGGCGCC 
- - :~ :~C7GGACATGGACGTGTTCGACCTTGACTGCTTGTTTGGGGAAACGGATTCCGATGCGTACTACTACGCGA 
·::-:-:;::;:.;.GGGGCTGCTCATGGAGCCACCGCCGACTCTGGCCACCGGGTCGTACTGGGACAATGGAGACTGCGCC 
-·  -·~·:G G.~  3C'CGG.~GCTG_n_TGTC'GCGCTCTGSltGTTP_C  G 
·;;:•  Ui.Cl1.TGAGCCTCGAGCACTCGAGCTCTCCCTCCTCATCCACGACCGAGCGCGCCGGGACGGCGTGGCCGTGGCC 
-., _ :-:CSCG'IGGC:3CT':GCGGTGCCGCCCGCGTTCACCAACCTCTCTGACGTCCGGCGCGCGGCCGTCCAGGCCG 






T  GACATGGGCCTTGAGGTCTCGAGCTCCTCCCCGTCCTCCTCGTCGGTGTCGTCCTCGCCCGAGCACGCGGCGGG 







T  GACATGGGCCTTGAGGTCTCGAGCTCCTCCCCGTCCTCCTCGTCGGCGTCGTCCTCGCCCGAGCACGCGGCGGG 
3CGGGCGTCGCTGGCCAAGCGCCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCCGGGAGACGCGGCACCC  TGTACCGCGGCGTG 
'-:'  Gr.CGGGGCÈ.ACGCCGAGCGGTGGGTCTGCGAGGTGCGCGTCCCCGGCAAGCGCGGCGCGAGGCTATGGCTCGG 
_,_ 3TACGCCACGGCTGAGATCGCAGCGCGCGCGAACGACGCCGCCATGCTCGCCCTGGGCGGCCGCTCCGCCGCGT CTCAACTTCGCGGACTCCGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCGCCCGCACTCGCCGACCTCAGCGACGTCCG~C~ 
GGCGGTCGAGGCCGTCGCTGATTCCCAGAGACGAGAGGCTGCCAACGGCTCCCTCACAGTCACCGCCACCC:::.-
AAGAGGCCTCCTGTGGCGCTCCTGAAGAATCGTCGTCTGAGTCTGACAGTGTCGGTTCGTCGGAGACG T CGS.~--­
TCTGCCGATGGAGAGTTCGAGGTGCCGGTCGCGGTGGACACCGATATGTTCAGGCTTGAC TTGT T CCCG·:;~_:: 
CCTGTGCTCGTACTACGCGAGCCTCGCGGAGGCGCTGCTCCTGGACCCGCCGGCACCGGTGACCACCACCTACGCC-
ACTGGGACAACGGCGACGGCGGAGCTGATGTCGCGCTCTGGAG C TAC~ 
· TaCBFIIIc-3.2b/Accession) 
TGGACATGGGCCTTGAGGTCTCGAGCTCCTCCCCGTCCTCCTCGTCGGCGTCGTCCTCGCCCGAGCACGCGGCGGG 
. ,,. ,CCGGGGCAACGCCGAGCGGTGGGTCTGCGAGGTGCGCGTCCCCGGCAAGCGCGGCGCGAGGC 
·_ACGCCACGGCTGAGATCGCAGCGCGC  G  AACGACGCCGCCATGCTCGCCCTGGGCGGCCGCTCCGCCGCGT 
·.'GL-\CTTCGCGGACTCCGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCGCCCGCACTCGCCGACCTCGGCGACGTCCGGCGCGCGG 
~GG TCGAGGCCGTCGCTGATTTCCAGAGACGAGAGGCTGCCAACGGCTCCCTCACAGTCACCGCCACCGTCACCGAA 














3ACAACGGCGACGACGGAGCTGATGTCGCGCTCTGGAGCTAC  A 
-~.::.:::3F! !!c-B10  ŒF028761) 
·- GACATGGGCCTTGAGGTCTCGAGCTCCTCCCCATCCTCCTCGTCGCTGGCCAAGCGCCCCGCGGGGCGCACCF~~ 
::- Z.·~· ~ : :: ·~Z.'.G!'!_CGCGGC . ACCCT TGTATCGTGGCGTGCGGCGCCGGGGCAACGCCC.~CGGTGGGTCTGCG_Il,GGTG 
-.:- --~GGC~.? .GCSC::3CG':TC'GGCTCTGGCTCGGGACTTACGCCACGGCCGAGATTGCAGCGCGCGCCJl_11,.CGA 
·.--::.TGCTCGCCC:GGGCGGCCGCTCCGCCGCGCTCCTCAACTTCCCGGACTCCGCGTGGCTGCTCGCTGTGCC 
~TC CGCGCACTCCGATCTCGCCGACGTCCGGCGCGCGGCGGTCGAGGCCGTCGCGGATTTGCAGCGACGGGAGGCTG 
:CGGTGGGTCCATCAC C GCCACCGCCACCGCCACCGCCGCCGAGGAGGCCTCCTGTGGCGCTCCTGCAG~~TC GTCG 
:CTGAGTCTGACGATGCCGGTTCGTCGGAGACGTCGAAACCTTCCGCCGATGGAGACTTCGCGGTGCCGGGCGGk~T 
~GACATCGAAATGTTCAGTAGGCTTGACTTGTTCCCGGAAATGGACTTGGGCTCGTACTACGCGAGCCTCGCGGAGG 
~GC 7GCTCATGGACCCGCCTCCGGTGGCGACTGGCACCGGCGCGTACTGGGATAACGGAGAGTGC GGCGAGGCCGAG 
.;GGGCAACTGAGTT CGCGCT CTGGAGC~ 
TaCBFIIIc-lO.lfAccession) 
T  GGCATGGGCCTTGAGATCCTGAGCTCCTCCCCCTCCTCTTCCAACGAGAACGCGTTGGTGGCCAAGCGCCCGG 
GGGCGCACCAAGTTCCGGGAGACAAGGCACCCGGTGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGGGGCAACGCCGAGCGGTGG 
TGCGAGGTGCGCGTCCCCGGCAAGCGCGGCGCGAGGCTCTGGCTCGGGACGTATGCCACGGCCGAGATCGCAGC 





CAACTGAGTTCGCGCTCTGGAGCTT  A 
TaCBFIIIc-10.2CAccessionl 
86 
T  GGCATGGGCCTTGAGATCTCGAGCTCCTTCCCTTCCTCTTCCAACGAGAACGCGTTGGTGGCCAAGCGCCCGG 
G GGGCGCACCAAGTTCCGCGAGACGCGGCACCCG  TGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGGGGCAACGCCCAACGGTGG 
CTGCGAGGTGCGCGTCCCTGGCAAGCGCGGCGCTCGGCTCTGGCTCGGGACGTACGCCACAGCCGAGATCGCAGC 






G CAACTGATTTCGCCCTCTGGAGCTAT  A 
TaCBFIIIc-13 .1a(Accession) 
T  GATCTTTCCAGCTCCTTCCCGTCCTCGTCGGCGTCATCCTCGCCCGAGCACGCGTCGGGGCGGGCGTCGCCGG 
CAAGCGCCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCCGGGAGACGCGGCACCCG  TGTACCGC  GT  T  CGAGGTGCGCGTCCC 
GCAAGCGTGGTTCTCGGCTCTGGCTCGGGACGTACCTGACGGCCGAGGCCGCCGCCCGCGCGAACGACGCCGCCA 
CTCGCACTCGGCGGCCGCTCCGCCAGGTGCCTCAACTTCGC  GACTCGGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCGTCCGCGC 
TCTCCGACCTCGCCGACGTCCGGCGCGCGGCCCTGCAGGCCGTCGCGGATTTCCAGCGATGGGAGGCTGCCAATGGC 





T  GATCTTTCCAGCTCCTTCCCGTCCTCGTCGGCGTCATCCTCGCCCGAGCACGCGTCGGGGCGGGCGTCGCCGGC 
· AAGCGCCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCCGGGAGACGCGGCACCCGGTGTACCGC  GT  TGCGAGGTGCGCGTCCC 
GCGTGGTTCTCGGCTCTGGCTCGGGACGTACCTGACGGCCGAGGCCGCCGCCCGCGCGAACGACGCCGCCA 
CTCGCACTCGGCGGCCGCTCCGCCAGGTGCCTCAACTTCGC  GACTCGGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCGTCCGCGC 
TCTCCGACCTCGCCGACGTCCGGCGCGCGGCCCTGCAGGCCGTCGCGGATTTCCAGCGATGGGAGGCTGCCAATGGC 





T  GATCTTTCCAGCTCCTCCCGTCCTCGTCGGCGTCATCCTCGCCCGAGCACGCGTCGGGGCGGGCGTCGCCGGCC 



















T  GACACGGGCCCCGAGCGCAACTGGAACTCGCCGGCATCCCCGCCGTCCTCGCTCGAGCAGGGGATGCCGACGTC 
CCCTGCGTCGCCGACGCCGAAGCGCCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCC  TGTTCCACGGC 
GCGCCGCCGGGGTAGTAACGGCCGATGGGTGTGCGAGGTGCGCGTGCCGGGGAAGCGCGGCGAACGGCTCTGGCT 
GCACGCACGTCACCGCCGAGGCGGCCGCGCGCGCGCACGACGCCGCCATGCTCGCGCTGTACGGCCGCACCCCCG 






TaCBFIIId-A27CJF758493) CMacLach1an.  Baaa  and  Chibbar  2011  qenomic  SA) 
T  GACACGGCCCCCGAGCACAACTGCAGCTCGCCGGCTTCCTCGCCGTCCTCGCAGGGGCAGGTGATGCCGACGTC 
G CCCACGTCGCCGACGCCGAAGCGCCCCGCGGGGCGCACCAAGCTCAAGGAAACACGCCACCCG  TGTACCACGGC 
GCGCCGCCGGGGCCGCAACGGCCGGTGGGTGTGCGAGATGCGGGTGCCCGGGAAGCGCGGCGAGCGGCTCTGGCT 
'GCACGCACGTCACCGCCAAGGCGGCCGCGCGCGCGCACGACGCAGCCATGCTCGCGCTGCACGGCCGCTCCGCCG 





G GAGATGATGCGGTGCTATGGAGCCAC  ~ 
TaCBFIIId-D27CJF758490) {MacLachlan,  Baga  anâ Cnibbar_2011_qenomic_ 5D) 









G GAGATGATGCGGCGCTATGGAGCCAC  ~ 
T  GACATGACCGGCTCCGATCAGCAGCGGAGCTCCCCGTCCTCGCCGTCGTCCTCCTCGCACCTGAAGCGTCCCGC 
GGGCGCACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCCGGTGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGCGGCAGCGCCGGCCGGTGG 
GTGCGAGGTGCGCGTCCCCGGCAAGCGCGGCGAGCGGCTGTGGCTCGGCACGCACCTCACTGCCGAGGCGGCCGC 
GAGCGTACGACGCCGCCATGCTCTGCCTGATCGGCCCCTCCACCCAGTGTCTCAACTTCGC  GACTCCGCCTGGC 
CTCGCGGTGCCGTCCGCGCTCCCCGACTTTGCAGACGTCCGGCGCGCGGCTCTCAGCGCTGTCGCAGACTTCCAGC 
G CCGGGAGGCTGCCAGCGGCGCCGCCACCAGGTCCCTGGACGCCACCGTTCCCGTCGATGATGGAACCTGTAGCCAA ----------------------------------------------------------------·---- -------- .,  '  '""\\..  ·  ......  -·  -·  ......  .  - -.  ....  ......  ~ 
GAGCAGACGCCGCGCTCTGGAGCTA 
--------- - -· --· ----~·- - · 
GCCGGGAGGCCGCCAGCGGCGCCGCCACCACGTCCCTGGCCGCCACCGTCCCCGTCGA7GACGGAAGC7GIAGCCAA 
.,.,...r r.:r-r.:r- r.:.,.r-r.:Trrp, .,.,r;r.: 71.7\  •••  T 71 r-rr;r:;r:Tr-r;Trr.:TC::G!\CG ::-cr:::rrs r c:Grr-r.:::-rrc: T  Arrrr rTGC:CGAr"GGA.n .  T 
G TTTGCGGTGCCGGCCACACTGGGCTGCAACATGTTCGAGCTGGATATGTCCGGGGAAATGGACCTGGACACATACT 
- ~GCGTAC TTCG C G GAGGGGCTTCTCCTCGAGCCGCc G rAAC CGCr r.:G TCG r cGG C GCG T GC TGGGACACC G _ GGC 
A GCGGAGCAGACGCCGCGCTCTCGAGCTAC 
~ TaCBFIIId-15.2biAccessionl 





TaCBFIIId·-16 .la  (Accession) 
T  GACATGACCGGCTCGGACCAGCAATGGAGCTCCTCTTCCTCGCCGTCGTCGACCTCCTCGCACCCGAAGCGCC 
CGCCGGGCGCACCAAGTTC~~GGAGACGCGCCACCCG TGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGGGGCAP.CGCCGGCCGC 
~GTGTGCGAGGTGCGCGTCCCCGGGCAGCGCGGCGAGCGGCTCTGGCTCGGà~CGTACCTCACAGCCGACGCGGC 








T  GACATGACCGGCTCGGACCAGCAATGGAGCTCCTCTTCCTCGCCGTCGTCGACCTCCTCGCACCCGAAGCGCCC 
CGCCGGGCGCACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCCGGTGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGGGGCAACGCCGGCCGC 
GTGTGCGAGGTGCGCGTCCCCGGGCAGCGCGGCGAGCGGCTCTGGCTCGGAACGTACCTCACAGCCGACGCGGC 












AGCGCCGGCATGCCGCCAACGGCGCAGCCACCGTCCCCACCGATGAGGAGACCTCCAGCGCGTCCGCTCCC: ____ _ 
GCCGACAATGCGGGCGGCTCGTCAGCGACTTCGCAGCCTTCGGCCGAGGGAACGTTCGAGGTGCCGICC•:=C:;..;._: :: 
CAGCGACATGTTCGAGCTGGACTTGTCCGGGGAGATGGACCTGGGCACGTACTACGCGGACCTCGCGGACGGG·::: 
TCCTGGAGCCGC CGTCATCGCTGGACAGTGGGGCGTGCTGGGATACCGGAGACGGCGGAGC T GAC TCCGGGCTC: ~ 
AGCTAC;llG~ 
~TaCBFIIId-16 . 3(Accessionl 





·-.  ::::;GCP..TGCCTCGA.Z\CGGCGCAGCC.Z\CCGTCCCCGCTGATGAGGAGACCTCCGGCGCGTCCGCTCTGTCGTCT 
- -"·,:?~;':'GCGGGCGGTJ:'CGTG,GCGI\.CGTCGCAl\CCTTGGGCCGhGGGAl\CGTTCGAGGTGCCGTCCGCGCTGGG 
- ---.: è..: :;_: G::c  G~.GC  TGGP..C: TG  TCTSGGGP..Gll. TGGF.CC:'GGGCACGY P,CTACGCGGACCTCGCGGACGGGCTGG 
-- ...  ,...~r7. 
--- ·~ 
:..·-.:::aïriiid·-17 .l lAccessi on) 
.T~GACATGGGCAGCGAGCkl\TGGAGCTCCCCGTCGACGTCGGCATCCTCGCGCGACCAGCACGCGGCGGCGCCGCr 
J.Liè.t.;CGCCCCGCGGGGCGC.A.CCM\GTTCAAGGAGACGCGCCACCCGGICTACCGAGGCGTGCGGCGCCGGGGCGGA 
,·  r":;CTGGGTCTG':'Gl'.~GIGCGCGTCCCCGGCAGGCGCGGGIGCAGGCTCTGGCTCGGGACCTACGTCAICGC 
t-=-c::.:..o-~ · ;;;.' ~ .::: .;,: G,;o: :::3CGCG~GCACGACGCCGCCATGCTCGCGCTGGGCGGCCGCTCCGCCGCGTGCCTCAACTTCGCGGA 
<....,;. __  ~ - ~ -'~ ::-:::G·:-:::  CTCGChGTCGCAGTTCCGTCGGCGCTCGCCGACCTGGCCGACGTCCGGCGCGCGGCGCTCGCCG 
_::::s~~CT7CCAGCGCCGGGAGGCCGCCAGCGGCGCCGCGACCGTT CCCG TGGACGAGGTG TTCGACACCTCC 
;;:GGATGACGCCGGCTCCTGGTCGTGGGCGACGCCGCAGCCCAGTTGTGCGGCTGCGGACGGGGTGTTCGAGGT 
':'":':~~;._c;cc:G:3C:TGTGCGG~  .. CAAAGTG77GG:._GG7GCAGGCGGCCGC.hC7G·3GCGGCGGCGhCrt7GTTCGAG 
·-....: ....  ·~ ....  :·-::·:~ ~;  :}·:~:\·:::.-:...:"":.. ':  S2  ~':'  GG.~  'YC'AGCTCCCCTTC  CTCAIÇS.1~~'2G'I'CCGGGCACGAGCTCGGGG~  .. TGCGG'I'GCC 
----------- --- - - ----- -~-- --~--~--- - - - ---- - -- --- ----------------- - ---- -- --·- -- ...::........  ...  .....  .::;  .....  _  _;!,.:·  _.,_...,_ 
-··-----------·----------------------------·----------------·---------- .  .  .  -- ~=  .... -- .._.-~'-#...;·._..=·  .... ·..::·~-:~- ... -~  .....  ..;.........,.....:;-t...._...:; _  _..."'!,__,..; ___  ;....Ç\...-:_~...:....::-... - --~..J~..:n.......t.. ..... ""-_  ............. 
"CCGGCGCGCGGCCATCCAGGCCGTCGCGGGCTTCCTGCGCCTGGAGGCCGCCACCGTGGTCCCGGACGTCGACGAG 
~CCt>.CC:CCCCTGTGTACCTGCCGTCGCCCGTGGACAATGCGGACGAAGTGTTCCAGGTGCCGACTTTCTCCCCGCT 
-GGCAC~GACATGTT CGAGCTCGACATGTCCGGGGAAATGGACCTGGACG CGTACTACGCGGGCT T TGCCCAGGGGA 
-r:;cTCC: GG.;.GCCGCCGCCCACGCCAGCGTACTGGGAGACCGGAGAGTGCGGCGACGGCGGAGCGGCCGCCGGCCTC 
--~B=rrrd-Al9b  CAccessionl !  GACTTTGGTATCAACGGCTGGATCAGCTCCCCTTCCTCATCGACGTCCGGGCACGAGCTCGGGGATGCGGTG 































T  GACACGGCCATCGACAGCTGGATCAGCTCCCCTTCCTCATCGACGTCCGGGCACGAGCACGGGGAGGTGGTGCC 
TGTGTGGTCGCCGGCGGCGAAGCGGCCCGCCGGGCGCACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCCG  TGTACCGCGGC 
.GCGGCGCCGGGGCAGCGCGGGCCGGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTCCCCGGCAAGCGCGGCGAGCGGCTCTGGCT 
GGACGTACGCCGCCGCCGAGTCGGCCGCGCGCGCGCACGACGCCGCCATGCTCGCGCTGCTCGGCCACTCCGCCT 

















T  GACATGGCCATCGACAGCTGGATCAGCTCCCCTTCCTCATCGACGTCCGGGCACGAGCACGGGGAGGTGGTGCT 
TGTGTGGTCGCCGGCGGCGAAGCGGCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCCG  TGTACCGCGGC 
GCGGCGCCGGGGCAGTGCGGGGCGGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTCCCCGGCAAGCGCGGCGAGCGGCTCTGGCT 
GGACGTACGTCGCCGCCGAGTCGGCCACGCGCGCGCACGACGCCACCATGCTCGCGCTGCTCGGCCACTCCGCCT 



















G ACGGTGTGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCGGGCGGGGCGGAACAAGTTGCAGGAGACACGCCACCC  GTGTACCGC 
CGTGCGCCGCCGTGGCCGGGAAGGGCAGTGGGTGTGCGAGCTGCGCGTGCCGGCCGGAAGCCGGAGTTACTCCAG 
TCTGGCTTGGCACCTTCGCCAGTGCCCAGATGGCGGCGCGCGCGCACGACTCGGCCGCGCTCGCGCTCTCCGGCC 




G AGCTTGGCGGGAGGACCGCGAACACGACGACGGATTCGACACGTCGCTGTGGAGCTAC  A 
TaCBFIVa-2.2lEF028770) 
~ GACACGATCGCCGCCTGGCCGCAGTTTGACGGGCAAGAGTACAGGACGGTGTGGCCGGAGGAGCAGGAGTACCG 
G ACGGTGTGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCGGGCGGGGCGGAACAAGTTGCAGGAGACACGCCACCC  GTGTACCGC 
CGTGCGCCGCCGTGGCCGGGAAGGGCAGTGGGTGTGCGAGCTGCGCGTGCCGGCCGGAAGTCGGAGTTACTCCCG 
TCTGGCTCGGCACCTTCGCCGGTGCCCAGATGGCGGCGCGCGCGCACGACTCGGCCGCGCTCGCGCTCTCCGGCC 




G AGCTTCTTGGCGGGAGGACCGCGAACACGACGACGGCTTCGACACGTCGCTGTGGAGCTACCAGTGTGATCAACTG 92 
ATTAAGCAATGTAAAGTTCTAGAGAGTACTGCTAGTGCTAGATTGTGTTTCACCAAATATGGGAAGAACAGAGAG 
TaCBFIVa-2.3CEF028771) 








G AGCTTCTTGGCGGGAGGACCGCGAACACGACGACGGCTTCGACACGTGGCTGTGGAGCTAC  ~ 
TaCBFIVa-A28CJF758493) (MacLachlan,  Baga  and  Chibbar_2011_genomic_SA) 


















AACACGACGACGGCTTCGACACGCCGACGTCGCTGTGGAGCTAC  A 
TaCBFIVa-25.1(Accession) 








AGCCGCCGGCCGCCGGAGCGTGGCGGGAGGACCGCGAACAGGACGACGGCGTCGACACGTCGCTGTGGAGCTAC  A 
TaCBFIVa-25.2CAccession) 


















A GCCGCCGGCCGCCGGAGCGTGGAGGGAGGACCGCGAACAGGACGACGGCGTCGACACATCGCTGTGGAGCTAC  A 
TaCBFIVb-A20aCEF028772) 
T  GACACCGCCGCCCCCGGCTCCCCGCGTGAGGGGCACAGGACGGTGTGCTCCGAGCCGCCCAAGAGGCCGGCAGG 
GCGGACCAAGTTCAAAGAGACGCGCCACCCG  TGTACCGCGGCGTGCGGCGGCGGGGCCGGCTCGGGCAGTGGGTG 
CGAGGTGCGCGTGCGCGGCGCGCAAGGGTACAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCACCACGGCCGAGATGGCGGCGCG 







T  GACACCGCCGCCCCCGGCTCCCCGCGTGAGGGGCACAGGACGGTGTGCTCCGAGCCGCCCAAGAGGCTGGCAGG 
GCGGACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGGCGGCGGGGCCGGCTCGGGCAGTGGGTG 
'CGAGGTGCGCGTGCGCGGCGCGCAAGGGTACAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCACCA  T  CGAGATGGCGGCGCG 






T  GACACCGCCGCCCCCGGCTCCCCGCGTGAGGGGCACAGGACGGTGTGCTCCGAGCCGCCCAAGAGGCCGGCAGG 
GCGGACCAAGTTTAAGGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGGCGGCGGGGCCGGCTCGGGCAGTGGGTG 
'CGAGGTGCGCGTGCGCGGCGCGCAAGGGTACAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCACCACCGCCGAGATGGCGGCGCG 








CGCCGAGCGAGC  GTCCACGTCCAGCGACTTG  TGGACGAGCACTGGT  GGCGGCATGGACGCCGGCTCGTAC  AC 
G CGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCATGGAGCCGCCGTCCGCCAGAACGTGGAGCGAGGATGGCGGCGAATACAGCGC 
CGTCTACACGCCGCTTTGGAAC 
, 't'aCBFIVb- 21 . 1 tEF028775} 
T  GACGCCGATGCCGCCTCCCCGTCGGACCAGCACAGGACGGTGTGGACGGAGCCGCCGAAGAGGCCGGCGGGGCG 
GATCAAG7ACAAGGAGACGCGCCACCCG  IG~ACCGCGGC~TGCGGCGTCGGGGGCGGTACGGGCGGTGGGTGTGC 
ùG7GCGCGTGCGCGGCACC&~GGAGACAAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCCGCACCGCCGAGATGGCGGCGCGAGC 






T  GACGCCGACGCCGCCTCCCTGTCAGACCAGCACAGGACGGTGTGGACGGAGCCGCCGAAGAGGCCGGCGGGGAG 
GATCAAGTACru;GGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGGCGTCGGGGGCGGIACGGGCGGTGGGTGTGC 
GGTACGCGTGCGCGGCAGCAAAGAGACAAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCCGCACCGCCGAGATGGCGGCGCGAGC 






T  GACGCCGACGCTGCCTCCCCGTCGGACCAGCACAGGACGGTGTGGACGGAGCCGCCCAAGTGGCCGGCGGGGCG 
G ATCAAGTACAAGGAGACGCGCCACCCG  TGTACCGCGGCGTGCGGCGTCGGGGGCGGCACGGGCGGTGGGTGTGC 
GGTGCGCGTGCGCGGCACCAATGAGACAAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCCACACCGCCGAGATGGCGGCGCGAGC 





T  GACGCCGCTGATGCCGCCTCCCCGTGTGATGGGCACAGGACGGTGTGGTCGGAACCGCCGAAGCGGCCGGCCGG 
CCGGACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGGCGACGGGGCCCCGCCGGCCGGTGGGTG 
CGAGGTGCGCGTGCTCGGGATGAGGGGCTCCAGGCTTTGGCTCGGCACCTTCACCACCGCCGAGATGGCAGCGCG 






TaCBFIVc-Bl4(EF028  78) T  GACGCCGCCGACGCCGCCTCCCCGTGTGATGGCCACAGGACGGTGTGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCCGGCC 










T  GACGCCGTCGACGCCGCCTCCCCGTGTGATGGGCACAGGACGGTGTGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCCGGCCGG 
:CGGACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCCG  TGTACCGCGGCGTGCGGCGACGGGGCCCCGCCGGCCGGTGGGTG 
,CGAGGTGCGCGTGCTCGGGATGAGGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCACCACCGCCGAGATGGCAGCGCG 
:CGCACGACGCCGCCGTTCTCGCGCTCTCCGGCCGCGCCGCTTGTCTCAACTTCGC  GACTCCGCCTGGCGGATGCT 
CCCCGTCCTCGCCGGCCCGTTCAGCACCGCCAAGGAGATCAAGGACGCCGTCGCCGTCGCCGTCCTGGCGTTCCAAA 
GGCAGCACCCGGTCGCGTCCATGGCACCATTGTCCCCTGCGCGGACAACCGATGACGAGAAGGAAATCGATGGCTCG 
~::CGCCGAGCGC CCTGTTCATGTCCAGCGAGCTGTTGAATGAGCACTGGTTTGT CGGCAT CGATGCCGGATCGTG 
::.::CGG.:;GGGCCTGTTCATGGAGTCGCCGGACACCAGACCGTGGCGGGAAGACCTCGAGCTCGGTGGCGTCGAGA 
CACCGCCATGGAGCTACTTGTTCGACFAA 





-~ -;'::; ::sa ;;TGCTGCCCGTGCTTGCGGCCGGATCGTTCGGCTTCGGCAGCGCGCGGGAGATCAAGCTTGCCGTCGCCG 
~:::::3~CG TTGCGTTCCAGCAGCAGCAGAT TAT TCT TCCAGTCGCGTGTCC~~CGGTGGAGGCGGCCGCCAGCCCG 
·-:  ::-~:... ::: CTCTG TTTTACATGTCGTCCGTCGACTTGCTGGAGCTCGACGAGGAGCAGTGGTTTGGCGGCATGGACGC 
·- ::;.::; ":ï CG IACTACGAGAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCATGGCGCCGCCGGACGACAGAGCGAGGCGGGAGGACGCCG 





.:  "7GCSCSSGCGCJI.2GA·CGCCGCGGTGCTCGCGCTCTCCGGCCGCGCCGCCTGCCTCAACTTCGCCGACTCCGC 
··: ::·~- ~ -TGC T GCCCGTGC T CGCGGC CGGGTCGTT C TGC TTCGGCAG C G CGCGGGAGAT CAAGCTTGCCG TCGC C G 
:::::GTCGTCGCGTTCCAGCTGCAGCAGAATATTCCTCCAGCCGCGTGTCCAACGGTGGAGCCGACCGACAGCCCG 
:;._:._c:c:C'I'GT'I'CTACATGTCGTCCGGCGACCTGCTGGAGCTCGACGAGGAGCACTGGTTTGGCGGCATGGACGC 
-::;~::GTAC TACGACAGC T TGGCGCAGGGGATGCTCGTGGAGCCGCCGGACGACAGAGCGAGGCGGGAGGACGCCG 
o  :;._,::;;._CGGGCGTCGAGACACCGACGCCGCTATGGAGCTATTTGTTTGAG!'A~ 
_:..::s· !Vd- 26 .1 [Accession} 
--~ :":G  TC T:GGTCAGCAGGAGC?.GCGGCACAGGACGGTGAGGTCGGAGCCGCC.G.;JiGCGCCC•..:•:;'_; .:;::;GGCGGACCAA 
_:-::::Gs::ccT'I'CGGC:TTCGGCA.GCGCGCGGGAGATCAAGACCGCCGTCGCCGTCGCCGTCCTCGCGTTCCAGC 
~::;;~ -~~:~GTTCTTCCCGTCGCGTGCCCGGCGGCAGAGCCGGCCGTCGTCCCGAAGAGCGGCGCGCTCTTCTCC 




T  CCGTCTGGTCAGGAGGAGCAGCGGCACAGGACGGTGAGGTCGGAGCCACCGAAGCGGCCCGCGGGGCGGACCAA 
·TTCCAGGAGACGCGCCACCCG  TGTACCGCGGCGTGCGCCAGCGGGGGCCCGCCGGGCGGTGGGTCTGCGAGGTG 
CGTGCTCGGGATGAGGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCGTCACCGCCGAGATGGCGGCGCGCGCCCACGA 





CGCAGACGCCGTTGTGGAGC  ~ 
TaCBFIVd-26.2bCAccession) 
T  CCGTCTGGTCAGGAGGAGCAGCGGCACAGGACGGTGAGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCCCGCGGGGCGGACCAA 
G TTCCAGGAGACGCGCCACCCG  TGTACCGCGGCGTGCGCCAGCGGGGGCCCGCCGGGCGGTGGGTCTGCGAGGTG 
'  GTGCTCGGGATGAGGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCGTCACCGCCGAGATGGCGGCGCGCGCCCACGA 







T  GACGTCGCCGACATCGCCTCCCCGTCCGGCCAGCAGGAGCAGGGCCACCGGACGGTGTCGTCGGAGCCGCCGAA 
G CGGCCCGCGGGGCGGACCAAGTTCCACGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGTGGCCGCGTC 
GCAGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTGCCCGGGATCAAGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCAACACGGCCGA 









T  GACGTCGCCGACATCGCCTCCCCGTCCGGCCAGCAGGAGCAGGGCCACCGGACGGTGTCGTCGGAGCCGCCGAA 
G CGGCCCGCGGGGCGGACCAAGTTCCACGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGTGGCCGCGTC 
'GCAGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTGCCCGGGATCAAGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCAACACGGCCGA 














A GCGGCGTCCAGACGCCACTATGGAGCTGCTTGTTCGAC  ~ 
TaCBFIVd- D9(EF028784) 
T  GACGTCGCCGACATCGCCTCCCCGTCTGGCCAGCAGGGGCATCGGGGACACCGGACGGTGTCGTCGGAGCCGCC 
GAAGCGCCCCGCGGGGCGGACCAAGTTCCACGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGTGGCCGC 
CGGGCAGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTGCCTGGGATCAAGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCAACACGGC 








T  GACGTCGCCGACGCCGCCTCCTCATCTGGCCAGGAGCAGCAGGGGCACAGGACGGTGTCGTCTGAGCCGCCGAA 
GCGCCCCGCGGGGCGGACCAAGGTGCATGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGGCAGCGGGGCCGGGTC 
'GCAGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTGCCCGGGGTGAAGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCGCCACCGCCGA 








T  GACGTCGCCGACGCCGCCTCCCCGTCTGGCCAGGAGCAGCAGGGGCACAGGACGGTGTCGTCTGAGCCGCCGAA 
GCGACCCGCGGGGCGGACCAAGGTACATGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGGCAGCGGGGCCGGGTC 
'GCAGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTGGCCGGGGTGAAGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCACCACCGCCGA 








CTTGTTCACCTAA . . ,  -F!Vd-B22b CAccessionl 
"-·'-''' GACGTCGCCGACGCCGCCTCCCCGTCTGGCCAGGAGCAGCAGGGGCACAGGACGGTGTCGTCTGAGCCGCCGAA 
,,., _:._:.:::GCGGGGC GGP..2CAAGGTACA TGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGGCAGCGGGGCCGGGTCG 
j:GGGTGTGCGAGGTGCGCGTGGCCGGGGTGAAGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCACCACCGCCGA 



















-~~~GCAGAGCGGCGTCCAGACGCCGC TATGGAGCCAGAGCCACTTGTTCAAC~ Figure  S2  :  Liste  des  séquences  codantes  de  CBF  chez  T.  monococcum.  ii 
vulgare et  S.  cereale. 
OL 
Les  reglons  surlignées  en  jaune/rouge  sont  les  sequences  signature/AP2 
utilisées  dans  les  analyses  phylogénétiques.  Les  gènes  et  les  numeros 
d ' accession  mis  en  évidence  en  rose  ont  été  utilisés  pour  produire  les 
























GGGCGCACCAAGTTCCGGGAGACAAGGCACCCG  TGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGGGGCAACGCCGAACGGTGG 
CTGCGAGGTGCGCGTCCCCGGCAAGCGCGGCGCGAGGCTCTGGCTCGGGACGTATGCCACGGCCGAGATCGCAGC 








AAGCGCCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCCGGGAGACGCGGCACCCG  TGTACCGCGGCGTGCGGCGCAGGGGCAAC 
~GGGCGGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTCCCCGGCAAGCGTGGCTCTCGGCTCTGGCTCGGGACGTACCTGACGGC 



















G CCTGCGTCGCCGACGCCGAAGCGCCCCGCGGGGCGAACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCCG  TGTTCCACGGC 
GCGCCGCC  GT  GGTGTGCGAGGTGCGCGTGCCGGGGAAGCGCGGCGAGCGGCTCTGGCTCGGCACGCACGTCAC 







CGGGCGCACCAAGTTCAAGGAGACGCGGCACCCG  TGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGCGGCAGCGCCGGCCGGTGG 
GTGCGAGGTGCGCGTCCCCGGCAAGCGCGGCGAGCGGCTCTGGCTCGGCACGCACCTCACTGCCGAGGCGGCCGC 







ATGGACATGACCGGCTCGGACCAGCAATGGAGCTCCTCTTCCTCGCCGTCGTCGACCTCTTCGCAC  CGAAGCGCC 
GCCGGGCGCACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCCGGTGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGGGGCAACGCCGGCCGC 
GGTGTGCGAGGTGCGCGTCCCCGGGCAGCGCGGCGAGCGGCTCTGGCTCGGAACGTACCTCACAGCCGACGCGGC 







>TmCBFIIId-16_ (EU076384) (G3116) 101 
ATGGACATGACCGGCTCGGACCAGCAATGGAGCTCCTCTTCCTCGCCGTCGTCGACCTCTTCGCACCCGAAGCG 
CCCGCCGGGCGCACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCCG  TGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGGGGCAACG~ CC ~ G ~ G - C­
CTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTCCCCGGGCAGCGCGGCGAGCGGCTCTGGCTCGGAACGTACCTCACAGCCGACGC 































C CGGACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCCG  TGTACCGCGGCGTGCGGCGACGGGGCCCCGCCGGCCGGTGGGTG 
'CGAGGTGCGCGTGCTCGGGATGAGGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCACCACCGCCGAGATGGCAGCGCG 

















































.,éGfCGCCGCGCTCGCGCTCCGGGGCCGCGCCGCCTGCCTCAACTTCGC  GACTCCGCGGCCCTGCTCCGCGTCGA 
CCCGGCCACGCTCCGCACGCCCGAGGACATCCGAGCAGCCGCCATGGCGCTCGCCCAGGCCGCCTGCCCCCACGACG 
~cGCGTCCTCCTCTGCCCCCGCCCTGAAGGCGGCCTCCGCGCCGGCGCCAGCGATGGTGATGATGCAGGAGCCCGCG 
-.:; .  .:;:GCCGTACGACAGCTATGCCACGGCCCTGTACGGCGACTTGACGGACCTGGACATGCATTCCTACTACTGCTA 
-~:.:;GGATGAGCGGCGGCGGCGACTGGCAGAGCATCTCGCGTATGGACGGAGCCGACGAAGACGGCATCTACGGCG 
-:.~:;,;_.:;.;.cG  TCGCGCTCTGGAGCTACTGA 








GACCAAGTTCAGGGAGACGCGGCACCCGC  GTACCGGGGCGTGCGGCGGCGCGGCGCCG  G  GGCGGTGGGTCTGC 
GGTGCGCGAGCCCAACAAGAAGTCCCGCATCTGGCTCGGCACCTTTGCCACGCCCGAGGCCGCCGCGCGCGCCCA 





















TGCGCGTGCCCGGCAGGCGCGGGAGCAGGCTCTGGCTCG  T  CCTTCGACACCGCCGAGGCCGCCGCGCGCGCG 









CCAAGTTCAGGGAGACGCGCCACCCG  TGTACCGCGGCGTGCGGCGCAGGGGCAATGCCGGGCGGTGGGTGTGCGA 
TGCGCGTGCCCGGCAGGCGCGGGAGCAGGCTCTGGCTCG  T  CCTTCGACACCGCCGAGGCCGCCGCGCGCGCG 










TGCGCGTGCCCGGCAGGCGCGGGAGCAGGCTCTGGCTCG  T  CCTTCGACACCGCCGAGGCCGCCGCGCGCGCG 









CCAAGTTCAGGGAGACGCGCCACCCG  TGTACCGCGGCGTGCGGCGCAGGGGCAATGCCGGGCGGTGGGTGTGCGA 
TGCGCGTGCCCGGCAGGCGCGGGAGCAGGCTCTGGCTCG  T  CCTTCGACACCGCCGAGGCCGCCGCGCGCGCG 









CAAGTTCAGGGAGACGCGCCACCCGG  C  ACCGCGGCGTGCGGCGCAGGGGCAATGCCGGGCGGTGGGTGTGCGA 











"  ACGCCACGGCTGAGGTCGCTGCGCGCGCGAACGACGCTGCCATGCTCGCCCTGGGCGGCCGCTCCGCCGCGT 
- - ~ AACTTCGC GACTCCGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCGTCCGCCCTGTCCGATCTCGCAGACGTCCGGCGCGCGG 
CTGTCGAGGCCGTCGCGGATTTCCAGCGACGGGAGGCTGCCGATGGCTCCCTCGCCATCGCTGTCCCTAAGGAG~­














G CGGGCGTCGCCGGCGAAGCGCCCCGCTGGGCGCACCAAGTTCCGGGAGACGCGGCACCCG  TGTACCGCGGCGTG 
GCGCCGGGGCAACACCGAACGGTGGGTCTGCGAGGTGCGCGTCCCCGGCAAGCGCGGTGCTCGGCTCTGGCTCGG 
CGTACGCCACGGCTGAGGTCG  C  CGCGCGCGAACGACGCTGCCATGCTCGCCCTGGGCGGCCGCTCCGC  GT 










CGTACGCCACGGCTGAGGTCG  C  CGCGCGCGAACGACGCTGCCATGCTCGCCCTGGGCGGCCGCTCCGCCGCGT 








G CGGGCGTCGCCGGCCAAGCGCCCCGCTGGGCGCACCAAGTTCCGGGAGACGCGGCACCCG  TGTACCGCGGCGTG 
GCGCCGGGGCAACACCGAACGGTGGGTCTGCGAGGTGCGCGTCCCCGGCAAGCGCGGTGCTCGGCTCTGGCTCGG 
CGTACGCCACGGCTGAGGTCG  C  CGCGCGCGAACGACGCTGCCATGCTCGCCCTGGGCGGCCGCTCCGCCGCGT 














































































'CGAACGGTGGG  C  GCGAGG  T  GCGTCCCCGGCAAGCGCGGCGCTCGGCTCTGGCTCGGGA  G  ACGCCACGGC 


















>HvCBFIIIc- 10B(DQ445248)  (Tremois) 108 
ATGGACATGGGCGAGGTCTCGAGCTCTCCCCCCTCCTCTTCCAACGAGAACGCGTCGGGACGGTCGTCGACGGC 
CAAGCGCCCGGCGGGGCGCACTAAGTTCCGCGAGACAAGGCACCCG  TGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGGGGCAAC 
CGAACGGTGGGTATGCGAGGTGCGCGTCCCCGGCAAGCGCGGCGCTCGGCTCTGGCTCGGGACTTACGCCACGGC 




















































·  --- -_:  ::;-:_·_~.::;TCACCGCCGAGGCGGCCGCGCGCGCGCACGACGCC C  ATGCTCGCGCTGTACGGCCGCACACCTG 










. _:;:::ACSTCACCGCCGAGGCGGCCGCGCGCGCGCACGACGCC  C  ATGCTCGCGCTGTACGGCCGCA  C  CTG 
.. · _  ~  ::::.::C.'.ACTTCCCGGACTCGGCGTGGCTGCTCGCCGTGCCCTCCTCCCTCTCCGACATGGCGGACGTCCGGC 
GCGCCGCCATCGGGGCCGTCGTGGACTTCCTGCGCCGGCAGGAGACGGGCGCCGGCGCCATCACCGACCTC~c~ r~ 
GTCGACGGGGTCGCCTCGGAGGCGTACGCGCCGGGCAGTGCCAGCT C GTCG GCGG CGTC G TCGTCCCACTACC~~~­






SCGCCGCCGGGGCAGCAACGGCAGGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTGCCGGGGAAGCGCGGCGAGCGGCT  GCT 
'GCACGCACGTCACCGCCGAGGCGGCCGCGCGCGCGCACGACGCC  C  ATGCTCGCGCTGTACGGCCGCACACCTG 









































CGGGCGCACCAAGTTCAAGGAGACGCGTCACCCG  TGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGCGGCAGCGCCGGCCGGTGG 
GTGCGAGGTGCGCGTCCCCGGCAAGCGAGGCGAGCGGCTCTGGCTCGGGACGCACCTTACCGCCGAGGCGGCCG 





















'  'fGGGT  C  CGAGGTGCGGGTCCCTGGGCAGCGCGGCGAGCGGCIIIGGCTCGGCACGTACCTCACCGCCGACGC 





































GCGTGCCTCAACTTCGC  GACTCCGCCTGGCGGATGATGCCCGTCCACGCGACTGGGTCGTTCAGGCTCGCCCCCG 
CGCAAGAGATCAAGGACGCCGTCGCCGTCGCCCTCGAGGTGTTCCAGGGGCAGCACCCAGCCGACGCGTGCACGGCC 




>HvCBFIVa-2A_ (DQ445249) (Tremois) 
ATGGACACAGTTGCCGCCTGGCCGCAATTTGAGGGGCAAGACTACATGACGGTGTGGCCGGAGGAGCAGGAGTACCG 
G ACGGTTTGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCGGGCCGGCCGGATCAAGTTGCAGGAGACGCGCCACCCGGTGTACC  T 
3CGTGCGACGCCGTGGCAAGGTCGGGCAGTGGGTGTGCGAGCTGCGCGTCCCCGTAAGCCGGGGTTACTCCAGGCT 
-~GCTCGGCACCTTCGCCAACCCCGAGATGGCGGCGCGCGCGCACGACTCCGCCGCGCTCGCCCTCTCCGGCCATG 















>HvCBFIVa-2B_ (DQ097684) (Dicktoo' 
ATGGACACAGTTGCCGCCTGGCCGCAATTTGAGGGGCAAGACTACATGACGGTGTGGCCGGAGGAGCAGGAGTACCG 
:ACGGTTTGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCGGGCCGGCCGGATCAAGTTGCAGGAGACGCGCCACCCGGTGTACCGC 






























C  AGGTGCGCGTGCTCGGGATGAGGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCACCACCGCCGAGATGGCAGCGCG 


























ATGGACGTCGCCGACATCGCCTCCCCGTCCGGCCAGCAGAAGCAGCAGGGGCACAGGACGGTGTCGTCGGAGCCG  0 
AAGCGGCCCGCGGGGCGGACCAAGTTCCACGAGACGCGCCACCCGCTGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGGGGCCGG 
CGGGCAGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTGCCCGGGATCAAGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGGACCTTCACCAACCC 






>HvCBFIVd-4A/B(AY785850) (Dicktoo) 114 
ATGGACGTCGCCGACATCGCCTCCCCGTCCGGCCAGCAGAAGCAGCAGGGGCACAGGACGGTGTCGTCGGAGCC 
G  CG~~GCGGCCCGCGGGGCGGACCAAGTTCCACGAGACGCGCCACCCGeTGTAeeGeGGeGTGeGGeGeeGGGGe 
'GGTeGGGeAGTGGGTGTGeGAGGTGeGeGTGeeCGGGATeAAGGGCTeeAGGeTeTGGeTeGGGAeeTTeAeeAA 








GAAGCGGCCCGCGGGGCGGACCAAGTTCCACGAGACGCGCCACCCG  TGTACeGeGGeGTGeGGeGeeGGGGeCGG 
CGGGeAGTGGGTGTGeGAGGTGeGeGTGeeeGGGATeAAGGGeTeeAGGCTeTGGeTCGGGAeeTTeAeeAAeec 













































































ScCBFI-ll(EU194240  Puma 
CAGCGGCTATTCATCGTCGGGAACGCAGTTTCCGGCCGCCGGCGACCGGGAGGACGGCCCGTACATGACGGTGTCGT 
CGGCGCCGCCCAAGCGGCGGGCTGGGAGGACCAAGGTCAGGGAGACGAGGCACCCGGTGTAC  G  GGGTGCGCAG 116 
~~~CCCCG G  GGTGGGTCTGCGAGGTGCGCGAGCCGCACGGGAAGCAGAGGCTATGGCTCGGCACCTTCG 
ACCGCCGAGATGGCGGCGCGCGCGCACGACGTCGCCGCCCTGGCGCTCCGCGGCCGCGCAGCGTGCCTCAACTTC 

















CGCCGCCCAAGCGGCCGGCGGGGCGGACCAAGTTCCGGGAGACGCGGCACCCG  CGTACCGGGGCGTGCGCAGGCG 
GCGCCGCGGGGCGGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGAGCCCAACAAGAAGTCCCGCATCTGGCTCGGCACCTTCGCCA 
























ScCBFIIIc-3A(EU194244) (Puma, 11 7 
~TCGAGCTCCTCCCTCT CTCCTCGTCGGTGTCGTCCTCGCCCGACCACGCATCGGAGCG  GTGAAGCGCCCCG 
"GGGS.:GCA.CCAi-\GTTCCGGGAGACGC:GGCA:CCGG7GTACCGCGGCG7GCGGSGCCGTGGCAi'  .. CP~CCCA.ACGG~G 
-.Ct~CGAGGTGCGCGTCCCCGGCAAGCGTGGCGCGAGGC7CTGG':T:GCGACG7ACGCCACGGCTGAGATCGCCC 
















CACCCG  TGTACCGCGGCGTGCGGCGCAGGGGCAACGCCGAGCGGTGGGTCTGCGAGGTGCGCGTCCCCGGCAAGC 
'GGCGCGAGGCTCTGGCTCGGGACGTACGCCACGGCCGAGATCGCAGCGCGCGCCAACGATGCCGCCATGCTCGCC 








GCGCCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCCG  TGTTCCACGGCGTGCGCCGCCGGGGAAGCAA 
GCCGGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTGCCGGGGAAGCGCGGCGAGCGGCTCTGGCTCGGCACGCACGTCACCGCCG 









GCCTGCGTCGCCGACGCCGAAGCGCCCCGCGGGGCGCACCAAGTTCAAGGAGACGCGCCACCCG  TGTTCCACGGC 
GCGCCGCCGGGGAAGCAACGGCCGGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTGCCGGGGAAGCGCGGCGAGCGGCTCTGGC  G 
GCACGCACGTCACCGCCGAGG  C  T  ACG  CCAT  CGCTGTACGGCCGC  C  CC 
















>ScCBF15_ (HQ730769)  (Lo152) 
~~"~  ~~.~_?...-:; -r::.z._?._GGF.G."-.CGCGCCACCCGGTGTACCGCGGCGTGCGGCGGCGCGGTAGCGCCGGCCGGTGGGTGT 
-~~~~G2GTCCCCGGCAAGCGCGGCGAGCGGCTGTGGCTCGGCACGCACCTCACTGCCGAGGCGGCCGCGCGA 







. .,(~'CCCGCGGGSC  GCACC  AG 'I'TCAAGGAGACGCGCCACCCGGTGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGGGGCAGCGCG 
- ,_  :3GG7G'::'GCSA~G'ïGCGCGTCCCCGGGAAGCGCGGCGAGCGGCTCTGGCTCGGGACCTACGTCGCCGCAG 
... - ::·:.;csç:-:;c;:;c::::A:GACGCGGCGATGCTCGCCCTGCTTGGACGCTCCCCCTCCGCCGCGGCGTGCCTCAAC' 
_  G~CTCCGCG~GGCTGCTCGTCATGCCCCCGAGGCTCTCCGACCTGGCCGACGTCCGGCGTGCGGCCATCGAG 
:::  G  IAGCGGCGTTCCTGCGCCTGGAGGCCGCCGCCGTGGTCCCCGACGTCTACGACGCGACCTCCCCCGTGTACCT 
::: : G:CCGTGGGCAATGCCGACGAAGTGTTCCAGGTGCCGACTTTCTCCCCGCTGGGCAGCGACATGTTCGAGC 
- ~~;-~:GTCCGGGGA.l\GTGGATCTGGATGCGTACTACGCAGACTTTGCCCAGGGGATGCTCTTGGAGCCGCCGCCC 
. ""::  :· ::;G CGTA~CTGGGAGA-Z\CGGAGP...J.  .. TGCGGCGACGGCGGAGCGGCCT 
· ::=.:::rva.-2ACEU1.94249) CPumal 
-~: -·-= _  ~'"'"::;:::;::;-:;.:;c;::;::;.;,.::..c;:...AG:'TGCAGGAG.''\CACGCCACCCAGTG±AGGGGGGGG±GGG'GGGGGG!fGGCC "' 
-·-- __ .:=•.;;T .;:_;sr:::-c:.:r;AGCTGCGCGTGCCGGCCGGAJl..GTCGGAGT'I:l\.CTCChGGATCTGGCTCGGCACCTTC 
.._......_--'- ·--= -::-'-' ::.-;GCC-GC::GGP..TGATGCCCGTCCACGCGGCCGGGTCGTTCA.l\GTTGGCCGCCGCTCAGGAGATCAAGGA 
.: ::::GCCG7CGCCCTCGAGGCG'l'7CCAGGAGCAGCrlGCGCCCTGCCGACGTGTCA.;CGGCGACGTCG:-CCACGG 
.,  - ::-~ .;.  .. - 3;- ... GCGCGCTCTCCATCATCCCCAGCGACCTGTCGGGGCTCGACAGCGAGCACTGGATCGGCGGCATGGAG 
---::::  ~;- ::.:AC'TACGCGAGCTTGGCGC.:r;GGCGATGCTCATGGAGCCGCCGJl.CCGP..CGGAGCGTGGCGGGAGGACCG 
--::  ::;_::\..CG.;CGGP..TTCGJl.CACGTCGCTGTGGP..GCTAC~ 
.cCEF!Va-28 fEU194250l (Puma) 
~' -- ' "' ~r:-~:-:r:.:;c.::;.:;GGC·GGAACI<.AG:TGCAGGAGP..CACGCCACCCA&TGI'ACCGCG<3CGH,~.- c.:,CC"GCCGTm.;CCG 
·- ·-.. .,-.  - _....,,.....,.....,,.... r-- -_-._  ..... _....,_....,_....,  ..,,.......,..,  . .-..r- ,...,..,..,....r>,....,...,_.,....,.... -..r-rr .....  -~.- .....  .,...'T'Ir:->r-t-~1'"" -.,-,,..,,-.r-rr--. rrr,...r->"T~-L:',..... -..-.,.-. ;. -:tr"t'-;--
.- ..,.  ______ :  .:.-....  ~-....  ..;_.-._:.._  J~t::t\...U\....;,;7'_.r_._·;;;:- .... ·._  ..l.  ._·.:·.:r..,•.,..•.:•_.·~·  ......  .._.._~-~  .:t  .1.  ..:.._. .....  ..:~  ...... -.._ç-... .;:;::"l._·.;;·._.·J.z.-.J•..,.•  ....  .z;.·._..:-...r:;;.•_.  .L  ~. 







GGCCGCGATG  C  GCCTCAACTTCGCOGACTCTGCCTGGCGGATGATGCCGGTGCACGCGGCCGGGTCGTTCAAGT 
TGGCCGCCGCGCAGGAGATCAAGGACGCCGTCGCCGTCGCCCTCAAGGCGTTCCAGGAGCAGCAGTGCCCTGGCGAC 
GCGTCAAAGGCG 
ScCBFIVb-20  (AF370728) (clone79) 
ATGGACGCCGCCGACGCCGGCTCCCCCCGTTTTGGGCACAGGACGGTGTGCTCGGAGCCGCCCAAGAGGCCGGCAGG 
GCGGACCAAGTTTAAGGAGACCCGCCACCCG  TGTACCGCGGCGTGCGGCGGCGGGGTCGGCTCGGGCAGTGGGTG 
CGAGGTGCGCGTGCGCGGCGCGCAAGGGTACAGGCTCTGGCTCGGCACATTCACCACCGCCGAGATGGCGGCGCG 






ScCBFIVc-14_ (HQ730768) (Lol52) 
GGCGACGGGGCCCGGCAGGCCGGTGGGTG~ T~ G- C- G~ A~ G~ G~ T- G- CG -C ~G ~T =G ~C ~ T ~ C ~ G ~ G - G ~ A ~ T ~ G ~ A - G ~ C ~ G ~ G ~ T ~ T ~ C ~ C~ A ~ G~ G~ C~ T· C~ T~ GG ~C ~T ~C ~G FD 
ACCTTCACCACCGCCGAGATGGCAGCGCGCGCGCACGACGCCGCCGTTCTCGCGCTCTCCGGCCGCGCCGCTTGC 


















GCGCCCCGCGGGGCGGACCAAGTTCCACGAGACGCGCCACCCG  TGTACCGCGGCGTGCGGCGCCGTGGCCGCGTC 
CAGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTGCCCGGGATCAAGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCAACACGGCCGA 










N NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN  CGCGGCGTGCGGCGCCGTGGCCGCGTC 
GCAGTGGGTGTGCGAGGTGCGCGTGCCCGGGATCAAGGGCTCCAGGCTCTGGCTCGGCACCTTCAACACGGCCGA 








>ScCBFIVd-9_ (AY311483) (dehydrationresponsiveelementbindingprotein) 





GGCGGCATGGACGCCGGGGTCGTACTACGCCAGCTTGGCGCAGGGGATGCTCG Figure  S3:  Liste  des  séquences  codantes  de  cultivars  Norstar.  Cn~ne ~ r 
Spring et Manitou  (de  T.  aestivum)  démontrant  des  polymorphismes  spéci~~ aué ~ 
Les  gènes  CBF  et  le  numé r o  du  clone  sont  e n  surlignage  rose  et  décrlts  aar:· 
le  Tableau  3 .  Les  acides  nucléiques  mutés  sont  en  aris .  Le  codon  d'ini~la~ ~= 
(ATG )  et  codon  d ' a rrêt  sont  en  r ouge  (s ' ils  sont  orésents 1.  Les  amorce: 
utili sées  sont  en  bleue .  Toutes  les  séquence s  ont  été  traduites  e~  ana~vs ee ' 





GGATGCAGGGCTACCTCGACATGGCGCAGGGGATGCTCATTGCCCCTCCTCCGATGGCAGGCCCST:"·:;:;  ·::- ::: .. -
GGTGACGGCGACGATGACGGCGAGGTCAGCTTGTGGAGCTAC  l>TTACGCGCATTTGAGTTATGCC'::-: :;:-::-:-
GCGAAGAACTTCT AA TGCA TGTGCAGCTTTATATAGCAA TCCAGTACAGGAAG TG TACTGCA 7GG 77·3C ::- ::; :: 
TTTCTCTTTTCTGAACTTCTCTGGGTAATGTATGTTTGCTCTCTGATGAACTGCGATCAGAAGA..;;c;c~ .:;_::-'·-­
ATCTTGAGTTTGGTAAATGGTGCACGCTTGTCGGGTTATGGATTGTGAGTGT:~::;;~_ :: 
>IaCBFI- 1 .2- S071manque  146b  oour_A: 

















--:-- ~ -:-::  ::'~3'::'CGGCGGCG."-..C'!'GGCAGF-.GCGGCTCGCACATGGACGGAGCCGACGACGACTGCAAC~AGCGGTG 
·-~ ~  :: ::;c .:;::CGGCG_~~GGTCCCGC'I'CTGGAGCTAC  TGATCG_;.GCCGCTCGAT~GAGCTAGTCTCTAGCCCGA  TTGGC 
>IaCBFII- 5 . 3_M14 lmanque_25lb_D0':0.!._ '· · · 
CGCCAGCCCCGAGGCCGCGGCCCGCGCCCACGACGTCGCCGCGCTCGCGCTCCGGGGCCGCGCC:::::~.­
TCGCCGACTCGGCCACGCTGCTCGCCGTCGACCCCGCCACGCTCCGCACCCCCGACGACATCCGCGCCGCCCC  ~- ­
GCGCTCGCCGAGACCGCGTGCCCCGCTGCGCCCGCGTCCTCGTCGTCCGTGGCCGCCGCCGTGGCGTCCS:::: 
GCCCCCGATGACGATGATGCAGTTTGACGACTACGCGATGCAGTACGGCGGCATTGGGGACTTGGACC;..s::.:: 
ACTACTACGACGGGTTGAGCGCCGCCGGTGGCGACTGGCCGAGCGGCTCGCACATGGACGGAGCCG:...: ::.:... :: :::  _  . 
AACGGCAGCGGTGGCTACGGCGCCGGCGAGGTCGCGCTCTGGAGCTAC  G  TCGAGCTGCTCGATTGAG:: :::. :î 
CAGCCCGGTCf_ GC':-::- -









GCCACTCTGTAGCTACCAGAGC  A  CTAGCTAGTTCGCGCCAGTTCGAATATTTT~ 









TCGGCGATTACGGCGAGGTCGATGTGCCACTCTGGAGCTACCAGAGC  A  CTAGCIAGI  CGCGCCAGIICGAAI 
TTTA 
T ~CBFIIIa-6_l_N3 









TCGGCGATTACGGCGAGGTCGATGTGCCACTCTGGAGCTACCAGAGC  A  CTAGCTAGTTCGCGCCAGIICGAAIAT 
~TAC 
TaCBFIIIa-6  2  N38 









GGCGCTCGGCGATTACGGGGAGGCTCACCTCGCCGACGTGCCACTCTGGAGCTACCAGAGC  A  CCGGCTAGLTLGC 
CTGCTTCGAGTTTTAGCT 








GCCGACGGCGGAGCCGGAGCTGATGTCGCGCTCTGGAGTTAC  A  TACTAATATCAACAATCTCCAGCATATATTCG 
AGTTGAAGCCGCTTCGATTATGATCCACGTCCCGAGACAGTCCATCGATGGCGCGCGGCATCGAATTGGATGGAATG 
GATGATGTTCCTGCATATTTCTTCTCAGGTTCTGCGTGTCTCCTCATTCCTCTC 
TaCBFIIIb-23 . 1_M2  (manque  pour_TAG) 




































G CTTTTGAGGCGCCGGCCGCACTGGACATGGACGTGTTCGACCTTGACTGCTTGTTTGGGGAAACGGATTCCGATGC GT ACTACTACGCGAACCTTGCGCAGGGGCTGCTCA TGGAGCCACCGCCGACTCTGGCC 1\.CCGGG'I'  CG-;::  __ -:: _ 
ACAATGGAGACTGCGCCGACGGCGGAGCCGGAGCTGATGTCGCGCTCTGGAGTTACTA:GTATTACTAATAT<:.P...A_. 
TCTCCAACATATATTCGAGTTGAAGCCGCTTCGATTATGATCCACGTCCCGAG~C~C : 
>TaCBFITT  - 3:::2_ 1_, 
ACTAGCTATCGACCAGCAGCCAGCAGCT~GACATGAGCCTCGAGCACTCGAGCTCTCCCTCCTCCTCATCCAC~~ 
CCGAGCGCGCCGGAACGGCGTGGCCGTGGCCGCCGAAGCGCCCCGCTGGCCGCACTAAGTTCCGGGAGACGCGGCAr 







GTCGTACTGGGACAATGGAGACTGCGCCGACGGCGGAGCCGGAGCTGATGTCGCGCTCTGGAGTTAC  TATTr. 
TaCBFLLLb-23.3-MZ  (manque_  OBn_pour~ AT Gl 
TCTGGCTCGGGACGTACATCACGGCCGAGGCGGCCGCGCGCGCGCACGACGCCGCCATGCTCATGCTCCGCGGCCGC 
TCCGCCGCGTGCCTCAACTTCCGGGACTCCGCGTGGCTGCTCGCGGTGCCGCCCGCGTTCACCAACCTCTCTGACG-









>TaCBFLILc-3.1-Ml59(manque_  2b <~ n ~ o ~ u ~.-~ 
ATGATTACGCCAGCTATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTATGCATCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCA 
CTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGCCCTTACAATTAGCTCACGGCCTCACACTCCTCAGCCTCAGTAAGC 









~·âCBFIIIc-D.:l_Sl53  (INDEL) 
ACAATTAGCTCACGGCCTCACACTCCTCACTGAGCTCAACCACCAAGCTCGACTGCTCAAGAAGAAGGCCACCTGCC 









CGACGGTGGCCATCATCGACTCGTACTGGGACAACGGCGACGACGGAGCTGATGTCGCGCTCTGGAGCTAC  A  CTA 
GTACTTAGTGTCGATAATCCCCCCGCAAAA 









GACGGTGGCCATCATCGACTCGTACTGGGACAACGGCGACGACGGAGCTGATGTCGCGCTCTGGAGCTAC  A  CTAG 
TACTAGTGTCGATAATCCCCCCGCAAAA 








ACTTGGGCTCGTACTACGCGAGCCTCGCGGAGGCGCTGCTCATGGACCCACCGCCGGTGGCGACCGGCACC GGCGC ~ 
:ACTGGGATGACGGAGAGTTCGGCGAGGTGGCAACTGAGTTCGCGCTCTGGAGCTTG  A  CCGATTCTGCTATGTTT 
TGACTCTGTAGTCTTTATTTTTTCCAGTTGAGAATTCATTATAACACAGTTTTATTCC  CTGTTTATACTCCGGTTC 
TTCTCTAGCTGAGACG 
TaCBFIIIc-10 . 1-M42 (man  ue  63b  Pour~~­
GCCAAGCGCCCGGCGGGGCGCACCAAGTTCCGGGAGACAAGGCACCCGGTGTACCGCGGCGTGCGGCACCGGGGC~ . 
CGCCGAGCGGTGGGTCTGCGAGGTGCGCGTCCCCGGCAAGCGCGGCGCGAGGCTCTGGCTCGGGACGTATGCCACG ~ 






TCGGCGAGGTGGCAACTGAGTTCGCGCTCTGGAGCTT  A  CCGATTCTGCTATGTTTTGACTCTGTAGTCTTTAT7 
T TTTCCAGTTGAGAATTCATTATAACACAGTTTTATTCCACTGTTTATACTCCGGTTCTTCTCTAGCTGAGhC~ 
TaCBFIIIc-B10_N/ 








CCGGAAATGGACTTGGGCTCGTACTACGCGAGCCTCGCGGAGGCGCTGCTCATGGACCCGCCTCCGGTGGCGACTGG ------- - --------
CACCGGCGCGTACTGGGATAACGGAGAGTGCGGCGAGGCCGAGGGGGCAACTGAGTTCGCGCTCTGGAGC  A  T 
AGCCGATTCTGCTTTTGTTTTGACTCTGTAGC 
126 











TaCBFIIId-12 .1_S227 (manque  21  b~our TGA) 


















GCGAGCTCGGAGCACGGAGACGATGCGGCGCTATGGAACCAC  G  TGACACCGAGCGGGGACTCGGGTCAAAACTAT 
CTTGGCTCCGTTGATTTATTTCTTTATTATTTATTCCGAAAAAGCGCCCCGTACGTGCACGGTGTGGACCCATGATG 
GGCATAATAAAAGGCCAGTGATAG 







GATGATGCGGCGCTATGGAACCAC  G~TGAGTGATAACACCGAGGGACTCCGGTCAAAACTATCTTCGCTCCGTTGA 
TTTATTTCTTTATTATTTACTCCGAAAAAGCGCCGCGTACGTGGACGGTGGACCTATCATCGGCATAATAAAATCGC 
GGG 
TaCBFIIId  A15  S231 (manque  45b_pour  TGA 127 


















CCGACGTACTGGGAAAACGGAGAATGCGGCGACGGCGGAGCGGCCGCCGGCCTCTGGAGCTAC  G  TGTCGATAAC 
TCCAACGGGTTCACACT 









GGCCTCTGGAGCTAC  G  TGTCGATAACCTCCAACGGGTTCACACTG 










GCTAC  G  TGTCGATAACCTCCAACGGGTTCACACTG 
TaCBFIVa-A2_S7 
CGTTACACCACAAACCACTCTCAACGCCAGCTGCGACC  T  GACACCAACGCCGCCTGGCCGCAGTTTGACGGGC 
AAGAGTACAGGACGGTGTGGCCGGAGGAGCAGGAGTACCGGACGGTGTGGTCGGAGCCGCCGAAGCGGCGGGCGGGG 
CGGAACAAGTTGCAGGAGACACGCCACCCAGTGTACCGCGGCGTGCGCCGCCGTGGCCGGGAAGGGCAGTGGGTGTG 



















> TaCBFIVa-A ""2-M2. 



















CGCGAACAGGACGACGGCGTCGACACGTCGCTGTGGAGCTAC  A  TTGGACGGATTTGGATGTGTAAAGGTTGTAGA 
GAGCAGIACTGT-Gr 
TaCBFIIId- Al9a_N9 









CCGCCCACGCCAGCGTACTGGGAGACCGGAGAGTGCGGCGACGGCGGAGCGGCCGCCGGCCTCTGGAGCT  C TG~TG 
TCTGTAACCTCCAGTGGGTTCA 
TaCBFIVb-A20_M101 1manaue  66b  oour  TAA)  (  NDED) 



















A CTTGTTCGAC  GCAGTTAAAAGTTTTTAGACGGTTTCTCTGCTTCTGTT 
TaCBFIVc-14 . 1  M11 
GCAGAATTCGCCCTTGCAGCAGCTAAACTCCCTGCTTAATTACCCCACAGTCGGCAGGCTCCCGGCGACACTGCGAT 








CACCGCCATGGAGCTACTTGTTCGAC  GCAGTTAAAAGTTTTTAGACGGTTTCTCTGCTTCTGTTCCA 
TaCBFIVc  14 . 1  M203 
GCAGCAGCTAAACTCCCTGCTTAATTACCCCACAGTCGGCAGGCTCCCGGCGACACTGCGATCGATCG  T  GACGCC 








ACTTGTTCGAC  GCAGTT~TTTTTAGACGGTTTCTCTGCTTCTGTTCCA 130 
'aCBFIVc-14 . 1_M204 









ACTTGTTCGA  ~  GC~G i 
TaCBFIVc-14 . 1_Nl3_ 
GCAGCAGCTAAACTCCCTGCTTAATTACCCCACAGTCGGCAGGCTCCCGGCGACACTGCGATCGATCG  T  GACGCC 









TriCBFIVd- 4.1 _S90 









TTATGGAGCTATTTGTTTGA  TTCAGCACGCAGTGTAAAGTTGTCGATAGTTGCGTTGTGTTCTTCCCAAAGGG 
GCAATTCCAGCACACTGGGCGGCGTTACTAGTGGATCCGAGCTTCGGT 









ATTTGTTTGAC  TTCAGCACGCAGTGTAAAGTTGTCGATAGTTGCGTTGTGTTCTTCCC 
TaCBFIVd-4 . 1_M124 (manque  7b  our  TAA 
































TTATGGAGCTATTTGTTTGAC  TTCAGCACGCAGTGTAAAGTTGTCGATAGTTGCGTTGTGTTCTTCCC 
















CGAGACACCGACGCCGCTACGGAGCTATTTGTTTGACIT1  TTCAGCACGCAGTGTAAAGTTGTCGATAGTTCTGTT~ 
TG TTCTTCC CGATC~G~ 
IACBFIVd-26 . 2~Sl65 
C~~CCTCTCTACACAGCTGCTGATTCTTCCAGTGCTCCACACTTGAGAAGCAGCAGAGATCTCCGCAAGCTCTTGA 








GGAGACGCAGACTCCGTTGTGGAGC  AATCGCTGAGCTAAGCAGACCAAAGTTTTACTGTACATATTAGTTTCGGAA 
GAAACAGAGTAGGCAGTTTGTTTCTTCGTTGTGTATAGCA 
TaCBFIVd- 26 .2  Sl6 








CCTGGCGAGAGGACAGCGACCACAGCGGCGTGGCGGAGACGCAGACGCCGTTGTGGAGC  ~TCGCTGAGCTAAGCA 
GACCAAAGTTTTACTGTACATATTAGTTTCGGAAGAAACAGAGTAGGCAGTTTGTTTCTTCGTTGTGTATAGCA 
:aCBFIVd-26  2  Nl40 








. - ·-:::;::  G  G!cGCCTGGCGJ:..GF.GG;e.c;>.GCGJI.CCACAGCGGCG TGGCGGAGACGCAGACGCCGTTGTGGAGCT  AA TCG 
:GAGCTJI-~GCAGACCAAAGTTTTACTGTACATATTAGTTTCGGAAGAAACAGAGTAGGCAGTTTGTTTCTTCGTTG 
; :..JT.ATAGCA 











































CGTCCAGACGCCGCTATGGAGCTGCTTGTTCGAC  TTTAGCGA 
TaCBFIVd-B9_Sl32 (manque_62b  our  TAh 





















AGCAGAGCGGCGTCCAGACGCCACTATGGAGCTGCTTGTTCGAC  TTTAGCACTATTGCCAAGTTGTAGATAGTC 
GCGCTCTT 






















raCBFIVd-D9_S275 (manque_l53b  our  TAA 



















>  TaCBFIVd- B 22_:~:_ . _ 











AAAGAGCGAGGACGGAGGACGGCGAGCAGAGCGGCGTCCAGACGCCGCTATGGAGCCACTTGTTCACC  ~TCTAG: 
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r
i
p
t
i
o
n
 
f
a
c
t
o
r
 
r
e
q
u
i
r
e
s
 
t
h
e
 
P
K
K
P
/
R
A
G
R
.
x
.
K
F
x
E
T
R
H
P
 
s
i
g
n
a
t
u
r
e
 
s
e
q
u
e
n
c
e
.
 
B
i
o
c
h
i
m
i
c
a
 
e
t
 
B
i
o
p
h
y
s
i
c
a
 
A
c
t
a
,
 
1
7
9
9
:
 
4
5
4
-
4
6
2
.
 
C
a
r
t
w
r
i
g
h
t
 
B
,
 
Z
a
r
c
i
n
a
s
 
B
A
,
 
M
a
y
n
e
l
d
 
A
H
 
(
1
9
8
4
)
 
T
o
x
i
c
 
c
o
n
c
e
n
t
r
a
t
i
o
n
s
 
o
f
 
b
o
r
o
n
 
i
n
 
a
 
r
e
d
-
b
r
o
w
n
 
e
a
r
t
h
 
a
t
 
G
l
a
d
s
t
o
n
e
,
 
S
o
u
t
h
 
A
u
s
t
r
a
l
i
a
.
 
A
u
s
t
r
a
l
i
a
n
 
J
o
u
m
a
l
 
o
f
 
S
o
i
l
 
R
e
s
e
a
r
c
h
,
 
2
2
:
 
2
6
1
-
2
7
2
.
 
C
a
t
a
l
a
 
R
,
 
S
a
l
i
n
a
s
 
J
 
(
2
0
0
8
)
 
R
e
g
u
l
a
t
o
r
y
 
m
e
c
h
a
n
i
s
m
s
 
i
n
v
o
l
v
e
d
 
i
n
 
c
o
l
d
 
a
c
c
l
i
m
a
t
i
o
n
 
r
e
s
p
o
n
s
e
.
 
S
p
a
n
i
s
h
 
J
o
u
r
n
a
l
 
o
f
 
A
g
r
i
c
u
l
t
u
r
a
l
 
R
e
s
e
a
r
c
h
,
 
6
:
 
2
1
1
-
2
2
0
.
 
C
h
e
n
 
H
H
,
 
L
i
 
P
H
,
 
B
r
e
n
n
e
r
 
M
L
 
(
1
9
8
3
)
 
I
n
v
o
l
v
e
m
e
n
t
 
o
f
 
a
b
s
c
i
s
i
c
 
a
c
i
d
 
i
n
 
p
o
t
a
t
o
 
c
o
l
d
 
a
c
c
l
i
m
a
t
i
o
n
.
 
P
l
a
n
t
 
P
h
y
s
i
o
1
o
g
y
,
 
7
1
:
 
3
6
2
-
3
6
5
.
 
C
h
e
n
 
Z
,
 
C
h
e
n
g
 
C
H
C
,
 
Z
h
a
n
g
 
J
,
 
C
a
o
 
L
,
 
C
h
e
n
 
L
,
 
Z
h
o
u
 
L
,
 
J
i
n
 
Y
,
 
Y
e
 
H
,
 
D
e
n
g
 
C
,
 
D
a
i
 
Z
,
 
Z
u
e
 
Q
,
 
H
u
 
P
,
 
S
u
n
 
S
,
 
S
h
e
n
 
Y
 
(
2
0
0
8
)
 
T
r
a
n
s
c
r
i
p
t
o
m
i
c
 
a
n
d
 
g
e
n
o
m
i
c
 
e
v
o
l
u
t
i
o
n
 
u
n
d
e
r
 
c
o
n
s
t
a
n
t
 
c
o
l
d
 
i
n
 
A
n
t
a
r
c
t
i
c
 
n
o
t
o
t
h
e
n
i
o
i
d
 
f
i
s
h
.
 
P
r
o
c
e
e
.
d
i
n
g
s
 
o
f
 
t
h
e
 
N
a
t
i
o
n
a
l
 
A
c
a
d
e
m
y
 
o
f
 
S
c
i
e
n
c
e
s
 
o
f
 
t
h
e
 
U
n
i
t
e
d
 
S
t
a
t
e
s
 
o
f
 
A
m
e
r
i
c
a
,
 
1
0
5
:
 
1
2
9
4
4
-
1
2
9
4
9
.
 
C
h
i
n
n
u
s
a
m
y
 
V
,
 
Z
h
u
 
J
,
 
Z
h
u
 
J
K
 
(
2
0
0
6
)
 
G
e
n
e
 
r
e
g
u
l
a
t
i
o
n
 
d
u
r
i
n
g
 
c
o
l
d
 
a
c
c
l
i
m
a
t
i
o
n
 
i
n
 
p
l
a
n
t
s
.
 
P
h
y
s
i
o
l
o
g
i
a
 
P
l
a
n
t
a
r
u
m
,
 
1
2
6
:
 
5
2
-
6
1
.
 
C
h
i
n
n
u
s
a
m
y
 
V
,
 
Z
h
u
 
J
,
 
Z
h
u
 
J
K
 
(
2
0
0
7
)
 
C
o
l
d
 
s
t
r
e
s
s
 
r
e
g
u
l
a
t
i
o
n
 
o
f
 
g
e
n
e
 
e
x
p
r
e
s
s
i
o
n
 
i
n
 
p
l
a
n
t
s
.
 
T
R
E
N
D
S
 
i
n
 
P
l
a
n
t
 
S
c
i
e
n
c
e
,
 
1
2
:
 
4
4
4
-
4
5
1
.
 
C
h
o
i
 
D
W
,
 
R
o
d
r
i
g
u
e
z
 
E
M
,
 
C
l
o
s
e
 
T
J
 
(
2
0
0
2
)
 
B
a
r
l
e
y
 
C
B
F
3
 
g
e
n
e
 
i
d
e
n
t
i
f
i
c
a
t
i
o
n
,
 
e
x
p
r
e
s
s
i
o
n
 
p
a
t
t
e
r
n
,
 
a
n
d
 
m
a
p
 
l
o
c
a
t
i
o
n
.
 
P
l
a
n
t
 
P
h
y
s
i
o
1
o
g
y
,
 
1
2
9
:
 
1
7
8
1
-
1
7
8
7
.
 C
h
o
i
 
E
Y
,
 
K
o
l
e
s
i
k
 
P
,
 
M
c
N
e
i
l
l
 
A
,
 
C
o
l
l
i
n
s
 
H
,
 
Z
h
a
n
g
 
Q
S
,
 
H
u
y
n
h
 
B
L
,
 
G
r
a
h
a
m
 
R
D
,
 
S
t
a
n
g
o
u
l
i
s
 
J
 
(
2
0
0
7
)
 
T
h
e
 
m
e
c
h
a
n
i
s
m
 
o
f
 
b
o
r
o
n
 
t
o
l
e
r
a
n
c
e
 
f
o
r
 
m
a
i
n
t
e
n
a
n
c
e
 
o
f
r
o
o
t
 
g
r
o
w
t
h
 
i
n
 
b
a
r
l
e
y
 
(
H
o
r
d
e
u
m
 
v
u
/
g
a
r
e
 
L
.
)
.
 
P
l
a
n
t
,
 
C
e
l
l
a
n
d
 
E
n
v
i
r
o
n
m
e
n
t
,
 
3
0
:
 
9
8
4
-
9
9
3
.
 
1
4
5
 
C
u
e
s
t
a
-
M
a
r
c
o
s
 
A
,
 
S
z
ü
c
s
 
P
,
 
C
l
o
s
e
 
T
J
;
 
F
i
l
i
c
h
k
i
n
 
T
,
 
M
u
e
h
l
b
a
u
e
r
 
G
J
,
 
S
m
i
t
h
 
K
P
,
 
H
a
y
e
s
 
P
M
 
(
2
0
1
0
)
 
G
e
n
o
m
e
-
w
i
d
e
 
S
N
P
s
 
a
n
d
 
r
e
-
s
e
q
u
e
n
c
i
n
g
 
o
f
 
g
r
o
w
t
h
 
h
a
b
i
t
 
a
n
d
 
i
n
f
l
o
r
e
s
c
e
n
c
e
 
g
e
n
e
s
 
i
n
 
b
a
r
l
e
y
:
 
i
m
p
l
i
c
a
t
i
o
n
s
 
f
o
r
 
a
s
s
o
c
i
a
t
i
o
n
 
m
a
p
p
i
n
g
 
i
n
 
g
e
r
m
p
l
a
s
m
 
a
r
r
a
y
s
 
v
a
r
y
i
n
g
 
i
n
 
s
i
z
e
 
a
n
d
 
s
t
r
u
c
t
u
r
e
.
 
B
M
C
 
G
e
n
o
m
i
c
s
,
 
1
1
:
 
7
0
7
-
7
2
1
.
 
C
u
r
t
i
s
 
S
E
,
 
C
l
e
g
g
 
M
T
 
(
1
9
8
4
)
 
M
o
l
e
c
u
l
a
r
 
e
v
o
l
u
t
i
o
n
 
o
f
 
c
h
l
o
r
o
p
l
a
s
t
 
D
N
A
 
s
e
q
u
e
n
c
e
s
.
 
M
o
l
e
c
u
l
a
r
 
B
i
o
l
o
g
y
 
a
n
d
 
E
v
o
l
u
t
i
o
n
,
 
1
:
 
2
9
1
-
3
0
1
.
 
D
a
n
y
l
u
l
c
 
J
,
 
K
a
n
e
 
N
A
,
 
B
r
e
t
o
n
 
G
,
 
L
i
m
i
n
 
A
E
,
 
F
o
w
l
e
r
 
D
B
,
 
S
a
r
h
a
n
 
F
 
(
2
0
0
3
)
 
T
a
V
R
T
-
1
,
 
a
 
p
u
t
a
t
i
v
e
 
t
r
a
n
s
c
r
i
p
t
i
o
n
 
f
a
c
t
o
r
 
a
s
s
o
c
i
a
t
e
d
 
w
i
t
h
 
v
e
g
e
t
a
t
i
v
e
 
t
o
 
r
e
p
r
o
d
u
c
t
i
v
e
 
t
r
a
n
s
i
t
i
o
n
 
i
n
 
c
e
r
e
a
l
s
.
 
P
l
a
n
t
 
P
h
y
s
i
o
l
o
g
y
,
 
1
3
2
:
 
1
8
4
9
-
1
8
6
0
.
 
D
e
 
J
o
n
g
 
W
W
,
 
Z
w
e
e
r
s
 
A
,
 
C
o
h
e
n
 
L
H
 
(
1
9
7
8
)
 
I
n
f
l
u
e
n
c
e
 
o
f
 
s
i
n
g
l
e
 
a
m
i
n
o
 
a
c
i
d
 
s
u
b
s
t
i
t
u
t
i
o
n
s
 
o
n
 
e
l
e
c
t
r
o
p
h
o
r
e
t
i
c
 
m
o
b
i
l
i
t
y
 
o
f
 
s
o
d
i
u
m
 
d
o
d
e
c
y
l
 
s
u
l
f
a
t
e
-
p
r
o
t
e
i
n
 
c
o
m
p
l
e
x
e
s
.
 
B
i
o
c
h
e
m
i
c
a
l
 
a
n
d
 
B
i
o
p
h
y
s
i
c
a
l
 
R
e
s
e
a
r
c
h
 
C
o
m
m
u
n
i
c
a
t
i
o
n
s
,
 
8
2
:
.
5
3
2
-
5
3
9
.
 
D
e
n
 
D
u
n
n
e
n
 
J
T
,
 
A
n
t
o
n
a
r
a
k
i
s
 
S
E
 
(
2
0
0
0
)
 
M
u
t
a
t
i
o
n
 
n
o
m
e
n
c
l
a
t
u
r
e
 
e
x
t
e
n
s
i
o
n
s
 
a
n
d
 
s
u
g
g
e
s
t
i
o
n
s
 
t
o
 
d
e
s
c
r
i
b
e
 
c
o
m
p
1
e
x
 
m
u
t
a
t
i
o
n
s
:
 
a
 
d
i
s
c
u
s
s
i
o
n
.
 
H
u
m
a
n
 
M
u
t
a
t
i
o
n
,
 
1
5
:
 
7
-
1
2
.
 
D
o
e
b
l
e
y
 
J
F
,
 
G
a
u
t
 
B
S
,
 
S
m
i
t
h
 
B
D
 
(
2
0
0
6
)
 
T
h
e
 
m
o
1
e
c
u
l
a
r
 
g
e
n
e
t
i
c
s
 
o
f
 
c
r
o
p
 
d
o
m
e
s
t
i
c
a
t
i
o
n
.
 
C
e
l
l
,
 
1
2
7
:
 
1
3
0
9
-
1
3
2
1
.
 
D
u
b
c
o
v
s
k
y
 
J
,
 
C
h
e
n
 
C
,
 
Y
a
n
 
L
 
(
2
0
0
5
)
 
M
o
l
e
c
u
l
a
r
 
c
h
a
r
a
c
t
e
r
i
z
a
t
i
o
n
 
o
f
 
t
h
e
 
a
l
l
e
l
i
c
 
v
a
r
i
a
t
i
o
n
 
a
t
 
t
h
e
 
V
R
N
-
H
2
 
v
e
r
n
a
l
i
z
a
t
i
o
n
 
l
o
c
u
s
 
i
n
 
b
a
r
l
e
y
.
 
M
o
l
e
c
u
l
a
r
 
B
r
e
e
d
i
n
g
,
 
1
5
:
 
3
9
5
-
4
0
7
.
 1
4
6
 
D
u
b
r
e
u
i
l
 
P
,
 
D
u
f
o
u
r
 
P
,
 
K
r
e
j
c
i
 
E
,
 
C
a
u
s
s
e
 
M
,
 
D
e
 
V
i
e
m
1
e
 
D
,
 
G
a
l
l
a
i
s
 
A
,
 
C
h
a
r
c
o
s
s
e
t
 
A
 
(
1
9
9
6
)
 
O
r
g
a
n
i
z
a
t
i
o
n
 
o
f
R
F
L
P
 
d
i
v
e
r
s
i
t
y
 
a
m
o
n
g
 
i
n
b
r
e
d
 
l
i
n
e
s
 
o
f
 
m
a
i
z
e
 
r
e
p
r
e
s
e
n
t
i
n
g
 
t
h
e
 
m
o
s
t
 
s
i
g
n
i
f
i
c
a
n
t
 
h
e
t
e
r
o
t
i
c
 
g
r
o
u
p
s
.
 
C
r
o
p
 
S
c
i
e
n
c
e
,
 
3
6
:
 
7
9
0
-
7
9
9
.
 
D
u
n
n
 
M
A
,
 
W
h
i
t
e
 
A
J
,
 
V
u
r
a
l
 
S
,
 
H
u
g
h
e
s
 
M
A
 
(
1
9
9
8
)
 
I
d
e
n
t
i
f
i
c
a
t
i
o
n
 
o
f
p
r
o
m
o
t
e
r
 
e
l
e
m
e
n
t
s
 
i
n
 
a
 
l
o
w
-
t
e
m
p
e
r
a
t
u
r
e
-
r
e
s
p
o
n
s
i
v
e
 
g
e
n
e
 
(
b
l
t
4
.
9
)
 
f
r
o
m
 
b
a
r
l
e
y
 
(
H
o
r
d
e
u
m
 
v
u
/
g
a
r
e
 
L
.
)
.
 
P
l
a
n
t
 
M
o
l
e
c
u
l
a
r
 
B
i
o
l
o
g
y
,
 
3
8
:
 
5
5
1
-
5
6
4
.
 
E
y
a
l
 
Y
,
 
M
e
l
l
e
r
J
Y
,
 
L
e
v
 
Y
a
d
u
n
 
S
,
 
F
l
u
h
r
 
R
 
(
1
9
9
3
)
 
A
 
b
a
s
i
c
-
t
y
p
e
 
P
R
-
1
 
p
r
o
m
o
t
e
r
 
d
i
r
e
c
t
s
 
e
t
h
y
l
e
n
e
 
r
e
s
p
o
n
s
i
v
e
n
e
s
s
,
 
v
a
s
c
u
l
a
r
 
a
n
d
 
a
b
s
c
i
s
s
i
o
n
 
z
o
n
e
-
s
p
e
c
i
f
i
e
 
~
'
 
.
 
e
x
p
r
e
s
s
i
o
n
.
 
P
l
a
n
t
 
J
o
u
r
n
a
l
,
 
4
:
 
2
2
5
-
2
3
4
.
 
F
a
w
c
e
t
t
 
A
J
,
 
M
a
e
r
e
 
S
,
 
V
a
n
 
d
e
 
P
e
e
r
 
Y
 
(
2
0
0
9
)
 
P
l
a
n
t
s
 
w
i
t
h
 
d
o
u
b
l
e
 
g
e
n
o
m
e
s
 
m
i
g
h
t
 
h
a
v
e
 
h
a
d
 
a
 
b
e
t
t
e
r
 
c
h
a
n
c
e
 
t
o
 
s
u
r
v
i
v
e
 
t
h
e
 
C
r
e
t
a
c
e
o
u
s
-
T
e
r
t
i
a
r
y
 
e
x
t
i
n
c
t
i
o
n
 
e
v
e
n
t
.
 
P
r
o
c
e
e
d
i
n
g
s
 
o
f
t
h
e
 
N
a
t
i
o
n
a
l
 
A
c
a
d
e
m
y
 
o
f
 
S
c
i
e
n
c
e
s
 
o
f
t
h
e
 
U
n
i
t
e
d
 
S
t
a
t
e
s
 
o
f
 
A
m
e
r
i
c
a
,
 
1
0
6
:
 
5
7
3
7
-
5
7
4
2
.
 
F
e
r
e
a
 
T
L
,
 
B
o
t
s
t
e
i
n
 
D
,
 
B
r
o
w
n
 
P
O
,
 
R
o
s
e
n
z
w
e
i
g
 
R
F
 
(
1
9
9
9
)
 
S
y
s
t
e
m
a
t
i
c
 
c
h
a
n
g
e
s
 
i
n
 
g
e
n
e
 
e
x
p
r
e
s
s
i
o
n
 
p
a
t
t
e
r
n
s
 
f
o
l
l
o
w
i
n
g
 
a
d
a
p
t
i
v
e
 
e
v
o
l
u
t
i
o
n
 
i
n
 
y
e
a
s
t
.
 
P
r
o
c
e
e
d
i
n
g
s
 
o
f
t
h
e
 
N
a
t
i
o
n
a
l
 
A
c
a
d
e
m
y
 
o
f
 
S
c
i
e
n
c
e
s
 
o
f
t
h
e
 
U
n
i
t
e
d
 
S
t
a
t
e
s
 
o
f
 
A
m
e
r
i
c
a
,
 
9
6
:
 
9
7
2
1
-
9
7
2
6
.
 
F
e
n
a
r
r
i
 
J
A
,
 
G
e
o
r
g
h
i
o
u
 
G
P
 
(
1
9
9
1
)
 
Q
u
a
n
t
i
t
a
t
i
v
e
 
g
e
n
e
t
i
c
 
v
a
r
i
a
t
i
o
n
 
o
f
e
s
t
e
r
a
s
e
 
a
c
t
i
v
i
t
y
 
a
s
s
o
c
i
a
t
e
d
 
w
i
t
h
 
a
 
g
e
n
e
 
a
m
p
l
i
f
i
c
a
t
i
o
n
 
i
n
 
C
u
l
e
x
 
q
u
i
n
q
u
e
f
a
s
c
i
a
t
u
s
.
 
H
e
r
e
d
i
t
y
,
 
6
6
:
 
2
6
5
-
2
7
2
.
 
F
o
w
l
e
r
 
D
B
,
 
B
r
e
t
o
n
 
G
,
 
L
i
m
i
n
 
A
E
,
 
M
a
h
f
o
o
z
i
 
S
,
 
S
a
r
h
a
n
 
F
 
(
2
0
0
1
)
 
P
h
o
t
o
p
e
r
i
o
d
 
a
n
d
 
t
e
m
p
e
r
a
t
u
r
e
 
i
n
t
e
r
a
c
t
i
o
n
s
 
r
e
g
u
l
a
t
e
 
l
o
w
-
t
e
m
p
e
r
a
t
u
r
e
-
i
n
d
u
é
e
d
 
g
e
n
e
 
e
x
p
r
e
s
s
i
o
n
 
i
n
 
b
a
r
l
e
y
.
 
P
l
a
n
t
 
P
h
y
s
i
o
l
o
g
y
,
 
1
2
7
:
 
1
6
7
6
-
1
6
8
1
.
 
F
o
w
l
e
r
 
D
B
,
 
L
i
m
i
n
 
A
E
,
 
R
i
t
c
h
i
e
 
J
T
 
(
1
9
9
9
)
 
L
a
w
-
t
e
m
p
e
r
a
t
u
r
e
 
t
o
l
e
r
a
n
c
e
 
i
n
 
c
e
r
e
a
l
s
:
 
m
a
d
e
l
 
a
n
d
 
g
e
n
e
t
i
c
 
i
n
t
e
r
p
r
e
t
a
t
i
o
n
.
 
C
r
o
p
 
S
c
i
e
n
c
e
,
 
3
9
:
 
6
2
6
-
6
3
3
.
 F
o
w
l
e
r
 
S
,
 
T
h
o
m
a
s
h
o
w
 
M
F
 
(
2
0
0
2
)
 
A
r
a
b
i
d
o
p
s
i
s
 
t
r
a
n
s
c
r
i
p
t
o
m
e
 
p
r
o
f
i
l
i
n
g
 
i
n
d
i
c
a
t
e
s
 
t
h
a
t
 
m
u
l
t
i
p
l
e
 
r
e
g
u
l
a
t
o
r
y
 
p
a
t
h
w
a
y
s
 
a
r
e
 
a
c
t
i
v
a
t
e
d
 
d
u
r
i
n
g
 
c
o
l
d
 
a
c
c
l
i
m
a
t
i
o
n
 
i
n
 
a
d
d
i
t
i
o
n
 
t
o
 
t
h
e
 
C
B
F
 
c
o
l
d
 
r
e
s
p
o
n
s
e
 
p
a
t
h
w
a
y
.
 
P
l
a
n
t
 
C
e
l
l
,
 
1
4
:
 
1
6
7
5
-
1
6
9
0
.
 
1
4
7
 
F
r
a
n
c
i
a
 
E
,
 
B
a
r
a
b
a
s
c
h
i
 
D
,
 
T
o
n
d
e
l
l
i
 
A
,
 
L
a
i
d
à
 
G
,
 
R
i
z
z
a
 
F
,
 
S
t
a
n
c
a
 
A
M
,
 
B
u
s
c
o
n
i
 
M
,
 
F
o
g
h
e
r
 
C
,
 
S
t
o
c
k
i
n
g
e
r
 
E
J
,
 
P
e
c
c
h
i
o
n
i
 
N
 
(
2
0
0
7
)
 
F
i
n
e
 
m
a
p
p
i
n
g
 
o
f
 
a
 
H
v
C
B
F
 
g
e
n
e
 
c
l
u
s
t
e
r
 
a
t
 
t
h
e
 
f
r
o
s
t
 
r
e
s
i
s
t
a
n
c
e
 
l
o
c
u
s
 
F
r
-
I
-
1
2
 
i
n
 
b
a
r
l
e
y
.
 
T
h
e
o
r
i
c
a
l
 
a
n
d
 
A
 
p
p
 
l
i
e
d
 
G
e
n
e
t
i
c
s
,
 
1
1
 
S
:
 
1
0
8
3
-
1
0
9
1
.
 
F
r
a
n
c
i
a
 
E
,
 
R
i
z
z
a
 
F
,
 
C
a
t
t
i
v
e
l
l
i
 
L
,
 
S
t
a
n
c
a
 
A
M
,
 
G
a
l
i
b
a
 
G
,
 
T
6
t
h
 
B
,
 
H
a
y
e
s
 
P
M
,
 
S
k
i
n
n
e
r
 
J
S
,
 
P
e
c
c
h
i
o
n
i
 
N
 
(
2
0
0
4
)
 
T
w
o
 
l
o
c
i
 
o
n
 
c
h
r
o
m
o
s
o
m
e
 
5
H
 
d
e
t
e
r
m
i
n
e
 
l
o
w
-
t
e
m
p
e
r
à
t
u
r
e
 
t
o
l
e
r
a
n
c
e
 
i
n
 
a
 
'
N
u
r
e
'
 
(
w
i
n
t
e
r
)
 
x
 
'
T
r
e
m
o
i
s
'
 
(
s
p
r
i
n
g
)
 
b
a
r
l
e
y
 
m
a
p
.
 
T
h
e
o
r
e
t
i
c
a
l
 
a
n
d
 
A
p
p
l
i
e
d
 
G
e
n
e
t
i
c
s
,
 
1
0
8
:
 
6
7
0
-
6
8
0
.
 
F
r
i
c
a
n
o
 
A
,
 
R
i
z
z
a
 
F
,
 
F
a
c
c
i
o
l
i
 
P
,
 
P
a
g
a
n
i
 
D
,
 
P
a
v
a
n
 
P
,
 
S
t
e
l
l
a
 
A
,
 
R
o
s
s
i
n
i
 
L
,
 
P
i
f
f
a
n
e
l
l
i
 
P
,
 
C
a
t
t
i
v
e
l
l
i
 
L
 
(
2
0
0
9
)
 
G
e
n
e
t
i
c
 
v
a
r
i
a
n
t
s
 
o
f
 
H
v
C
b
f
1
4
 
a
r
e
 
s
t
a
t
i
s
t
i
c
a
l
l
y
 
a
s
s
o
c
i
a
t
e
d
 
w
i
t
h
 
f
r
o
s
t
 
t
o
l
e
r
a
n
c
e
 
i
n
 
a
 
E
u
r
o
p
e
a
n
 
g
e
r
m
p
l
a
s
m
 
c
o
l
l
e
c
t
i
o
n
 
o
f
 
H
0
1
-
d
e
u
m
 
v
u
/
g
a
r
e
.
 
T
h
e
o
r
e
t
i
c
a
l
 
a
n
d
 
A
p
p
l
i
e
d
 
G
e
n
e
t
i
c
s
,
 
1
1
9
:
 
1
3
3
5
-
1
3
4
8
.
 
F
u
 
D
,
 
S
z
u
c
s
 
P
,
 
Y
a
n
 
L
,
 
H
e
l
g
u
e
r
a
 
M
,
 
S
k
i
n
n
e
r
 
J
,
 
H
a
y
e
s
 
P
,
 
D
u
b
c
o
v
s
k
y
 
J
 
(
2
0
0
5
)
 
L
a
r
g
e
 
d
e
l
e
t
i
o
n
s
 
w
i
t
h
i
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c
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s
 
i
n
 
c
a
n
d
i
d
a
t
e
 
g
e
n
e
s
 
f
o
r
 
b
l
o
o
d
 
p
r
e
s
s
u
r
e
 
h
o
m
e
o
s
t
a
s
i
s
.
 
N
a
t
u
r
e
 
G
e
n
e
t
i
c
s
,
 
2
2
:
 
2
3
9
-
2
4
7
.
 
H
a
o
 
D
,
 
O
h
r
n
e
 
T
a
k
a
g
i
 
M
,
 
S
a
r
a
i
 
A
 
(
1
9
9
8
)
 
U
n
i
q
u
e
 
m
o
d
e
 
o
f
 
G
C
C
 
b
o
x
 
r
e
c
o
g
n
i
t
i
o
n
 
b
y
 
t
h
e
 
D
N
A
-
b
i
n
d
i
n
g
 
d
o
m
a
i
n
 
o
f
 
e
t
h
y
l
e
n
e
-
r
e
s
p
o
n
s
i
v
e
 
e
l
e
m
e
n
t
-
b
i
n
d
i
n
g
 
f
a
c
t
o
r
 
(
E
R
F
 
D
o
m
a
i
n
)
 
i
n
 
p
l
a
n
t
.
 
T
h
e
 
J
o
u
r
n
a
l
 
o
f
B
i
o
l
o
g
i
c
a
l
 
C
h
e
m
i
s
t
r
y
,
 
2
7
3
:
 
2
6
8
5
7
-
2
6
8
6
1
.
 
H
a
o
 
D
,
 
Y
a
m
a
s
a
k
i
 
K
,
 
S
a
r
a
i
 
A
,
 
O
h
r
n
e
-
T
a
k
a
g
i
 
M
 
(
2
0
0
2
)
 
D
e
t
e
r
m
i
n
a
n
t
s
 
i
n
 
t
h
e
 
s
e
q
u
e
n
c
e
 
s
p
e
c
i
f
i
e
 
b
i
n
d
i
n
g
 
o
f
t
w
o
 
p
l
a
n
t
 
t
r
a
n
s
c
r
i
p
t
i
o
n
 
f
a
c
t
o
r
s
,
 
C
B
F
J
 
a
n
d
 
N
t
E
R
F
2
,
 
t
o
 
t
h
e
 
D
R
E
 
a
n
d
 
G
C
C
 
m
o
t
i
f
s
.
 
B
i
o
c
h
e
m
i
s
t
r
y
,
 
4
1
:
 
4
2
0
2
-
4
2
0
8
.
 
H
a
s
s
a
n
 
M
,
 
O
l
d
a
c
h
 
K
,
 
B
a
u
m
a
n
n
 
U
,
 
L
a
n
g
r
i
d
g
e
 
P
,
 
S
u
t
t
o
n
 
T
 
(
2
0
1
0
)
 
G
e
n
e
s
 
m
a
p
p
i
n
g
 
t
o
 
b
o
r
o
n
 
t
o
l
e
r
a
n
c
e
 
Q
T
L
 
i
n
 
b
a
r
l
e
y
 
i
d
e
n
t
i
f
i
e
d
 
b
y
 
s
u
p
p
r
e
s
s
i
o
n
 
s
u
b
t
r
a
c
t
i
v
e
 
h
y
b
r
i
d
i
z
a
t
i
o
n
.
 
P
l
a
n
t
,
 
C
e
l
l
a
n
d
 
E
n
v
i
r
o
n
m
e
n
t
,
 
3
3
:
 
1
8
8
-
1
9
8
.
 
H
e
n
d
e
r
s
o
n
 
I
R
,
 
S
h
i
n
d
o
 
C
,
 
D
e
a
n
 
C
 
(
2
0
0
3
)
 
T
h
e
 
n
e
e
d
s
 
f
o
r
 
w
i
n
t
e
r
 
i
n
 
t
h
e
 
s
w
i
t
c
h
 
t
o
 
f
l
o
w
e
r
i
n
g
.
 
A
n
n
u
a
l
 
R
e
v
i
e
w
 
o
f
G
e
n
e
t
i
c
s
,
 
3
7
:
 
3
7
1
-
3
9
2
.
 H
o
u
d
e
 
M
,
 
B
e
l
c
a
i
d
 
M
,
 
O
u
e
l
l
e
t
 
F
,
 
D
a
n
y
l
u
k
 
J
,
 
M
o
m
o
y
 
A
,
 
D
r
y
a
n
o
v
a
 
A
,
 
G
u
l
i
c
k
 
P
,
 
B
e
r
g
e
r
o
n
 
A
,
 
L
a
r
o
c
h
e
 
A
,
 
L
i
n
k
s
 
M
,
 
M
c
C
a
r
t
h
y
 
L
,
 
C
r
o
s
b
y
 
W
L
,
 
S
a
r
h
a
n
 
F
 
(
2
0
0
6
)
 
W
h
e
a
t
 
E
S
T
 
r
e
s
o
u
r
c
e
s
 
f
o
r
 
f
u
n
c
t
i
o
n
a
l
 
g
e
n
o
m
i
c
s
 
o
f
 
a
b
i
o
t
i
c
 
s
t
r
e
s
s
.
 
B
M
C
 
G
e
n
o
m
i
c
s
,
 
7
:
 
1
4
9
.
 
H
u
a
n
g
 
D
,
 
G
r
a
h
a
m
 
R
D
 
(
1
9
9
0
)
 
R
e
s
i
s
t
a
n
c
e
 
o
f
w
h
e
a
t
 
g
e
n
o
t
y
p
e
s
 
t
o
 
b
o
r
o
n
 
t
o
x
i
c
i
t
y
 
i
s
 
e
x
p
r
e
s
s
e
d
 
a
t
 
t
h
e
 
c
e
l
l
u
l
a
r
 
l
e
v
e
l
.
 
P
l
a
n
t
 
a
n
d
 
S
a
i
l
,
 
1
2
6
:
 
2
9
5
-
3
0
0
.
 
H
u
a
n
g
 
X
,
 
M
a
d
a
n
 
A
 
(
1
9
9
9
)
 
C
A
P
3
:
 
A
 
D
N
A
 
s
e
q
u
e
n
c
e
 
a
s
s
e
m
b
l
y
 
p
r
o
g
r
a
m
.
 
G
e
n
o
m
e
 
R
e
s
e
a
r
c
h
,
 
9
:
 
8
6
8
-
8
7
7
.
 
1
5
0
 
I
w
a
k
i
 
K
,
 
N
i
s
h
i
d
a
 
J
,
 
Y
a
n
a
g
i
s
a
w
a
 
T
,
 
Y
o
s
h
i
d
a
 
H
,
 
K
a
t
a
 
K
 
(
2
0
0
2
)
 
G
e
n
e
t
i
c
 
a
n
a
l
y
s
i
s
 
o
f
 
V
r
n
-
B
I
 
f
o
r
 
v
e
r
n
a
l
i
z
a
t
i
o
n
 
r
e
q
u
i
r
e
m
e
n
t
 
b
y
 
u
s
i
n
g
 
l
i
n
k
e
d
 
d
C
A
P
S
 
m
a
r
k
e
r
 
i
n
 
b
r
e
a
d
 
w
h
e
a
t
 
(
T
r
i
t
i
c
u
m
 
a
e
s
t
i
v
u
m
 
L
.
)
.
 
T
h
e
o
r
e
t
i
c
a
l
 
a
n
d
 
A
p
p
l
i
e
d
 
G
e
n
e
t
i
c
s
,
 
1
0
4
:
 
5
7
1
-
5
7
6
.
 
J
a
g
l
o
 
K
R
,
 
K
l
e
f
f
 
S
,
 
A
m
u
n
d
s
e
n
 
K
L
,
 
Z
h
a
n
g
 
X
,
 
H
a
a
k
e
 
V
,
 
Z
h
a
n
g
 
J
Z
,
 
D
e
i
t
s
 
T
,
 
T
h
o
m
a
s
h
o
w
 
M
F
 
(
2
0
0
1
)
 
C
o
m
p
o
n
e
n
t
s
 
o
f
 
t
h
e
 
A
r
a
b
i
d
o
p
s
i
s
 
C
-
r
e
p
e
a
t
/
d
e
h
y
d
r
a
t
i
o
n
-
r
e
s
p
o
n
s
i
v
e
 
e
l
e
m
e
n
t
 
b
i
n
d
i
n
g
 
f
a
c
t
o
r
 
c
o
l
d
 
r
e
s
p
o
n
s
e
.
 
p
a
t
h
w
a
y
 
a
r
e
 
c
o
n
s
e
r
v
e
d
 
i
n
 
B
r
a
s
 
s
i
c
a
 
n
a
p
u
s
 
a
n
d
 
o
t
h
e
r
 
p
l
a
n
t
 
s
p
e
c
i
e
s
.
 
P
l
a
n
t
 
P
h
y
s
i
o
l
o
g
y
,
 
1
2
7
:
 
9
1
0
-
9
1
7
.
 
J
a
g
l
o
 
O
t
t
o
s
e
n
 
K
R
,
 
G
i
l
m
o
u
r
 
S
J
,
 
Z
a
r
k
a
 
D
G
,
 
S
c
h
a
b
e
n
b
e
r
g
e
r
 
0
,
 
T
h
o
m
a
s
h
o
w
M
F
 
(
1
9
9
8
)
 
A
r
a
b
i
d
o
p
s
i
s
 
C
B
F
J
 
o
v
e
r
e
x
p
r
e
s
s
i
o
n
 
i
n
d
u
c
e
s
 
C
O
R
 
g
e
n
e
s
 
a
n
d
 
e
n
h
a
n
c
e
s
 
f
r
e
e
z
i
n
g
 
t
o
l
e
r
a
n
c
e
.
 
S
c
i
e
n
c
e
,
 
2
8
0
:
 
1
0
4
-
1
0
6
.
 
J
e
f
f
e
r
i
e
s
 
S
,
 
B
a
r
r
 
A
,
 
G
i
a
n
q
u
i
t
t
o
 
P
,
 
W
a
r
n
e
r
 
C
,
 
L
e
w
i
s
 
J
,
 
W
h
e
e
l
e
r
 
R
 
(
2
0
0
1
)
 
A
g
r
o
n
o
m
i
e
 
a
n
d
 
b
r
e
e
d
i
n
g
 
v
a
l
u
e
 
o
f
 
m
a
j
o
r
 
g
e
n
e
s
 
i
n
 
a
n
 
i
n
t
r
o
g
r
e
s
s
i
o
n
 
p
r
o
g
r
a
m
.
 
P
r
o
c
e
e
d
i
n
g
s
 
o
f
 
t
h
e
 
l
O
t
h
 
A
u
s
t
r
a
l
i
a
n
 
B
a
r
l
e
y
 
T
e
c
h
n
i
c
a
l
 
S
y
m
p
o
s
i
u
m
,
 
C
a
n
b
e
r
r
a
,
 
A
C
T
,
 
A
u
s
t
r
a
l
i
a
.
 
J
e
f
f
e
r
i
e
s
 
S
P
,
 
B
a
r
r
 
A
R
,
 
K
a
r
a
k
o
u
s
i
s
 
A
,
 
K
r
e
t
s
c
h
m
e
r
 
J
M
,
 
M
a
n
n
i
n
g
 
S
,
 
C
h
a
l
m
e
r
s
 
K
J
 
(
1
9
9
9
)
 
M
a
p
p
i
n
g
 
o
f
 
c
h
r
o
m
o
s
o
m
a
l
 
r
e
g
i
o
n
s
 
c
o
n
f
e
r
r
i
n
g
 
b
o
r
o
n
 
t
o
x
i
c
i
t
y
 
t
o
l
e
r
a
n
c
e
 
i
n
 
b
a
r
l
e
y
.
 
(
H
o
r
d
e
u
m
 
v
u
l
g
a
r
e
 
L
.
)
.
 
T
h
e
o
r
e
t
i
c
a
l
 
a
n
d
 
A
p
p
l
i
e
d
 
G
e
n
e
t
i
c
s
,
 
9
8
:
 
1
2
9
3
-
1
3
0
3
.
 
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-J
i
a
n
g
 
C
,
 
l
u
 
B
,
 
S
i
n
g
h
 
J
 
(
1
9
9
6
)
 
R
e
q
u
i
r
e
m
e
n
t
 
o
f
 
a
 
C
C
G
A
C
 
c
i
s
-
a
c
t
i
n
g
 
e
l
e
m
e
n
t
 
f
o
r
 
c
o
l
d
 
i
n
d
u
c
t
i
o
n
 
o
f
 
t
h
e
 
B
N
J
1
5
 
g
e
n
e
 
f
r
o
m
 
w
i
n
t
e
r
 
B
r
a
s
s
i
c
a
 
n
a
p
u
s
.
 
P
l
a
n
t
 
M
o
l
e
c
u
l
a
r
 
B
i
o
l
o
g
y
,
 
3
0
:
 
6
7
9
-
6
8
4
.
 
1
5
1
 
K
a
n
a
z
i
n
 
V
,
 
T
a
l
b
e
r
t
 
H
,
 
S
e
e
 
D
,
 
D
e
C
a
m
p
 
P
,
 
N
e
v
o
 
E
,
 
B
l
a
k
e
 
T
 
(
2
0
0
2
)
 
D
i
s
c
o
v
e
r
y
 
a
n
d
 
a
s
s
a
y
 
o
f
 
s
i
n
g
l
e
-
n
u
c
l
e
o
t
i
d
e
 
p
o
l
y
m
o
r
p
h
i
s
m
s
 
i
n
 
b
a
r
l
e
y
 
(
H
o
r
d
e
u
m
 
v
u
/
g
a
r
e
)
.
 
P
l
a
n
t
 
M
o
l
e
c
u
l
a
r
 
B
i
o
l
o
g
y
,
 
4
8
:
 
5
2
9
-
5
3
7
.
 
K
a
r
s
a
i
 
I
,
 
S
z
u
c
s
 
P
,
 
M
e
s
z
a
r
o
s
 
K
,
 
F
i
l
i
c
h
k
i
n
a
 
T
,
 
H
a
y
e
s
 
P
M
,
 
S
k
i
n
n
e
r
 
J
S
,
 
L
a
n
g
 
L
,
 
B
e
d
o
 
Z
 
(
2
0
0
5
)
 
T
h
e
 
V
r
n
-
H
2
 
l
o
c
u
s
 
i
s
 
a
 
m
a
j
o
r
 
d
e
t
e
r
m
i
n
a
n
t
 
o
f
f
l
o
w
e
r
i
n
g
 
t
i
m
e
 
i
n
 
a
 
f
a
c
u
l
t
a
t
i
v
e
 
x
 
w
i
n
t
e
r
 
g
r
o
w
t
h
 
h
a
b
i
t
 
b
a
r
l
e
y
 
(
H
o
r
d
e
u
m
 
v
u
/
g
a
r
e
 
L
.
)
 
m
a
p
p
i
n
g
 
p
o
p
u
l
a
t
i
o
n
.
 
T
h
e
o
r
e
t
i
c
a
l
 
a
n
d
 
A
p
p
l
i
e
d
 
G
e
n
e
t
i
c
s
,
 
1
1
0
:
 
1
4
5
8
-
1
4
6
6
.
 
K
i
m
u
r
a
 
M
 
(
1
9
6
8
)
 
E
v
o
l
u
t
i
o
n
a
r
y
 
r
a
t
e
 
a
t
 
t
h
e
 
m
o
l
e
c
u
l
a
r
 
l
e
v
e
l
.
 
N
a
t
u
r
e
,
 
2
1
7
:
 
6
2
4
-
6
2
6
.
 
K
n
o
x
 
A
K
,
 
L
i
 
C
,
 
V
a
g
u
j
f
a
l
v
i
 
A
,
 
G
a
l
i
b
a
 
G
,
 
S
t
o
c
k
i
n
g
e
r
 
E
J
,
 
D
u
b
c
o
v
s
k
y
 
J
 
(
2
0
0
8
)
 
I
d
e
n
t
i
f
i
c
a
t
i
o
n
 
o
f
 
c
a
n
d
i
d
a
t
e
 
C
B
F
 
g
e
n
e
s
 
f
o
r
 
t
h
e
 
f
r
o
s
t
 
t
o
l
e
r
a
n
c
e
 
l
o
c
u
s
 
F
r
-
A
m
2
 
i
n
 
T
r
i
t
i
c
u
m
 
m
o
n
o
c
o
c
c
u
m
.
 
P
l
a
n
t
 
M
o
l
e
c
u
l
a
r
 
B
i
o
l
o
g
y
,
 
6
7
:
 
2
5
7
-
2
7
0
.
 
K
n
o
x
 
A
K
,
 
D
h
i
l
l
o
n
 
T
,
 
C
h
e
n
g
 
H
,
 
T
o
n
d
e
l
l
i
 
A
,
 
P
e
c
c
h
i
o
n
i
 
N
,
 
S
t
o
c
l
c
i
n
g
e
r
 
E
J
 
(
2
0
1
0
)
 
C
B
F
 
g
e
n
e
 
c
o
p
y
 
n
u
m
b
e
r
 
v
a
r
i
a
t
i
o
n
 
a
t
 
F
r
o
s
t
 
R
e
s
i
s
t
a
n
c
e
-
2
 
i
s
 
a
s
s
o
c
i
a
t
e
d
 
w
i
t
h
 
l
e
v
e
l
s
 
o
f
f
r
e
e
z
i
n
g
 
t
o
l
e
r
a
n
c
e
 
i
n
 
t
e
m
p
e
r
a
t
e
-
c
l
i
m
a
t
e
 
c
e
r
e
a
l
s
.
 
T
h
e
o
r
e
t
i
c
a
l
 
a
n
d
 
A
p
p
l
i
e
d
 
G
e
n
e
t
i
c
s
,
 
1
2
1
:
 
2
1
-
3
5
.
 
K
o
c
h
i
a
n
 
L
V
 
(
1
9
9
5
)
 
C
e
l
l
u
l
a
r
 
m
e
c
h
a
n
i
s
m
s
 
o
f
 
a
l
u
m
i
n
u
m
 
t
o
x
i
c
i
t
y
 
a
n
d
 
r
e
s
i
s
t
a
n
c
e
 
i
n
 
p
l
a
n
t
s
.
 
A
n
n
u
a
l
 
R
e
v
i
e
w
 
o
f
 
P
l
a
n
t
 
P
h
y
s
i
o
l
o
g
y
 
a
n
d
 
P
l
a
n
t
 
M
o
l
e
c
u
l
a
r
 
B
i
o
l
o
g
y
,
 
4
6
:
 
2
3
7
-
2
6
0
.
 
K
o
c
h
i
a
n
 
L
V
,
 
H
o
e
l
c
e
n
g
a
 
O
A
,
 
P
i
n
e
r
o
s
 
M
A
 
(
2
0
0
4
)
 
H
o
w
 
d
o
 
c
r
o
p
 
p
l
a
n
t
s
 
t
o
l
e
r
a
t
e
 
a
c
i
d
 
s
o
i
l
s
?
 
M
e
c
h
a
n
i
s
m
s
 
o
f
 
a
1
u
m
i
n
u
m
 
t
o
l
e
r
a
n
c
e
 
a
n
d
 
p
h
o
s
p
h
o
r
u
s
 
e
f
f
i
c
i
e
n
c
y
.
 
A
n
n
u
a
l
 
R
e
v
i
e
w
 
P
l
a
n
t
 
B
i
o
l
o
g
y
 
5
5
:
 
4
5
9
-
4
9
3
 1
5
2
 
K
o
n
d
r
a
s
h
o
v
 
F
A
,
 
K
o
n
d
r
a
s
h
o
v
 
A
S
 
(
2
0
0
6
)
 
R
o
l
e
 
o
f
 
s
e
l
e
c
t
i
o
n
 
i
n
 
f
i
x
a
t
i
o
n
 
o
f
 
g
e
n
e
 
d
u
p
l
i
c
a
t
i
o
n
s
.
 
J
o
u
r
n
a
l
 
o
f
T
h
e
o
r
e
t
i
c
a
l
 
B
i
o
l
o
g
y
,
 
2
3
9
:
 
1
4
1
-
1
5
1
.
 
L
i
m
i
n
 
A
E
,
 
D
a
n
y
l
u
k
 
J
,
 
C
h
a
u
v
i
n
 
L
-
P
~
 
F
o
w
l
e
r
 
D
B
,
 
S
a
r
h
a
n
 
F
 
(
1
9
9
7
)
 
C
h
r
o
m
o
s
o
m
e
 
m
a
p
p
i
n
g
 
o
f
 
l
a
w
-
t
e
m
p
e
r
a
t
u
r
e
 
i
n
d
u
c
e
d
 
W
c
s
1
2
0
 
f
a
m
i
l
y
 
g
e
n
e
s
 
a
n
d
 
r
e
g
u
l
a
t
i
o
n
 
o
f
 
c
o
l
d
-
t
o
l
e
r
a
n
c
e
 
e
x
p
r
e
s
s
i
o
n
 
i
n
 
w
h
e
a
t
.
 
M
o
l
e
c
u
l
a
r
 
a
n
d
 
G
e
n
e
r
a
l
 
G
e
n
e
t
i
c
s
,
 
2
5
3
:
 
7
2
0
-
7
2
7
.
 
L
i
m
i
n
 
A
E
,
 
F
o
w
l
e
r
 
D
B
 
(
2
0
0
6
)
 
L
a
w
-
t
e
m
p
e
r
a
t
u
r
e
 
t
o
l
e
r
a
n
c
e
 
a
n
d
 
g
e
n
e
t
i
c
 
p
o
t
e
n
t
i
a
l
 
i
n
 
w
h
e
a
t
 
(
T
r
i
t
i
c
u
m
 
a
e
s
t
i
v
u
m
 
L
.
)
:
 
r
e
s
p
o
n
s
e
 
t
o
 
p
h
o
t
o
p
e
r
i
o
d
,
 
v
e
m
a
l
i
z
a
t
i
o
n
,
 
a
n
d
 
p
l
a
n
t
 
d
e
v
e
l
o
p
m
e
n
t
.
 
P
l
a
n
t
a
,
 
2
2
4
:
 
3
6
0
-
3
6
6
.
 
L
i
n
 
C
,
 
T
o
m
a
s
h
o
w
 
M
F
 
(
1
9
9
2
)
 
D
N
A
 
s
e
q
u
e
n
c
e
 
a
n
a
l
y
s
i
s
 
o
f
 
a
 
c
o
m
p
l
e
m
e
n
t
a
r
y
 
D
N
A
 
f
o
r
 
c
o
l
d
-
r
e
g
u
l
a
t
e
d
 
A
r
a
b
i
d
o
p
s
i
s
 
g
e
n
e
 
c
o
r
 
1
5
 
a
n
d
 
c
h
a
r
a
c
t
e
r
i
z
a
t
i
o
n
 
o
f
 
t
h
e
 
C
O
R
 
1
5
 
p
o
l
y
p
e
p
t
i
d
e
.
 
P
l
a
n
t
 
P
h
y
s
i
o
l
o
g
y
,
 
9
9
:
 
5
1
9
-
5
2
5
.
 
L
i
u
 
J
,
 
Z
h
a
n
g
 
Y
,
 
L
e
i
 
X
,
 
Z
h
a
n
g
 
Z
 
(
2
0
0
8
)
 
N
a
t
u
r
a
l
 
s
e
l
e
c
t
i
o
n
 
o
f
 
p
r
o
t
e
i
n
 
s
t
r
u
c
t
u
r
a
l
 
a
n
d
 
f
u
n
c
t
i
o
n
a
l
 
p
r
o
p
e
r
t
i
e
s
:
 
a
 
s
i
n
g
l
e
 
n
u
c
l
e
o
t
i
d
e
 
p
o
l
y
m
o
r
p
h
i
s
m
 
p
e
r
s
p
e
c
t
i
v
e
.
 
Q
e
n
o
m
e
 
B
i
o
l
o
g
y
,
 
9
:
 
R
6
9
.
1
-
R
6
9
.
1
7
.
 
L
i
u
 
Q
,
 
K
a
s
u
g
a
 
M
,
 
S
a
k
u
m
a
 
Y
,
 
A
b
e
 
H
,
 
M
i
u
r
a
 
S
,
 
Y
a
r
p
.
a
g
u
c
h
i
-
S
h
i
n
o
z
a
k
i
 
K
,
 
S
h
i
n
o
z
a
k
i
 
K
.
 
(
1
9
9
8
)
 
T
w
o
 
t
r
a
n
s
c
r
i
p
t
i
o
n
 
f
a
c
t
o
r
s
,
 
D
R
E
B
1
 
a
n
d
 
D
R
E
B
2
,
 
w
i
t
h
 
a
n
 
E
R
E
B
P
/
A
P
2
 
D
N
A
 
b
i
n
d
i
n
g
 
d
o
m
a
i
n
 
s
e
p
a
r
a
t
e
 
t
w
o
 
c
e
l
l
u
l
a
r
 
s
i
g
n
a
l
 
t
r
a
n
s
d
u
c
t
i
o
n
 
p
a
t
h
w
a
y
s
 
i
n
 
d
r
o
u
g
h
t
-
a
n
d
 
l
a
w
-
t
e
m
p
e
r
a
t
u
r
e
 
-
r
e
s
p
o
n
s
i
v
e
 
g
e
n
e
 
e
x
p
r
e
s
s
i
o
n
,
 
r
e
s
p
e
c
t
i
v
e
l
y
,
 
i
n
A
r
a
b
i
d
o
p
s
i
s
.
 
P
l
a
n
t
 
C
e
l
l
,
 
1
0
:
 
1
3
9
1
-
1
4
0
6
.
 
L
u
n
d
q
v
i
s
t
 
U
,
 
F
r
a
n
c
k
o
w
i
a
c
k
 
J
D
 
(
1
9
9
7
)
 
B
G
S
 
6
,
 
s
i
x
-
r
o
w
e
d
 
s
p
i
k
e
 
1
,
 
v
r
s
l
.
 
B
a
r
l
e
y
 
G
e
n
e
t
i
c
 
N
e
w
s
l
e
t
t
e
r
 
2
6
:
 
4
9
-
5
0
.
 
M
a
h
f
o
o
z
i
 
S
,
 
L
i
m
i
n
 
A
E
,
 
H
a
y
e
s
 
P
M
,
 
H
u
c
l
 
P
,
 
F
o
w
1
e
r
 
D
B
 
(
2
0
0
0
)
 
I
n
f
l
u
e
n
c
e
 
o
f
p
h
o
t
o
p
e
r
i
o
d
 
r
e
s
p
o
n
s
e
 
i
n
 
t
h
e
 
e
x
p
r
e
s
s
i
o
n
 
o
f
 
c
o
1
d
 
h
a
r
d
i
n
e
s
s
 
i
n
 
w
h
e
a
t
 
a
n
d
 
b
a
r
l
e
y
.
 
C
a
n
a
d
i
a
n
 
J
o
u
r
n
a
l
 
o
f
P
l
a
n
t
 
S
c
i
e
n
c
e
,
 
8
0
:
 
7
2
1
-
7
2
4
.
 1
5
3
 
M
a
o
 
Y
,
 
P
a
v
a
n
g
a
d
k
a
r
 
K
A
,
 
T
h
o
m
a
s
h
o
w
 
M
F
,
 
T
r
i
e
z
e
n
b
e
r
g
 
S
J
 
(
2
0
0
6
)
 
P
h
y
s
i
c
a
l
 
a
n
d
 
f
u
n
c
t
i
o
n
a
l
 
i
n
t
e
r
a
c
t
i
o
n
s
 
o
f
 
A
r
a
b
i
d
o
p
s
i
s
 
A
D
A
2
 
t
r
a
n
s
c
r
i
p
t
i
o
n
a
l
 
c
o
a
c
t
i
v
a
t
o
r
 
p
r
o
t
e
i
n
s
 
w
i
t
h
 
t
h
e
 
a
c
e
t
y
l
t
r
a
n
s
f
e
r
a
s
e
 
G
C
N
5
 
a
n
d
 
w
i
t
h
 
t
h
e
 
c
o
l
d
-
i
n
d
u
c
e
d
 
t
r
a
n
s
c
r
i
p
t
i
o
n
 
f
a
c
t
o
r
 
C
B
F
1
.
 
B
i
o
c
h
i
m
i
c
a
 
e
t
 
B
i
o
p
h
y
s
i
c
a
 
A
c
t
a
 
-
G
e
n
e
 
S
t
r
u
c
t
u
r
e
 
a
n
d
 
E
x
p
r
e
s
s
i
o
n
,
 
1
7
5
9
:
 
6
9
-
7
9
.
 
M
a
t
s
u
m
o
t
o
 
H
 
(
2
0
0
0
)
 
C
e
l
l
 
b
i
o
l
o
g
y
 
o
f
 
a
l
u
m
i
n
u
m
 
t
o
x
i
c
i
t
y
 
a
n
d
 
t
o
l
e
r
a
n
è
e
 
i
n
 
h
i
g
h
e
r
 
p
l
a
n
t
s
.
 
I
n
t
e
r
n
a
t
i
o
n
a
l
 
R
e
v
i
e
w
 
o
f
 
C
y
t
o
1
o
g
y
,
 
2
0
0
:
 
1
 
A
6
.
 
M
a
t
s
u
m
o
t
o
 
H
 
(
2
0
0
0
)
 
C
e
l
l
 
b
i
o
l
o
g
y
 
o
f
 
a
l
u
m
i
n
u
m
 
t
o
x
i
c
i
t
y
 
a
n
d
 
t
o
l
e
r
a
n
c
e
 
i
n
 
h
i
g
h
e
r
 
p
l
a
n
t
s
.
 
I
n
t
e
r
n
a
t
i
o
n
a
l
 
R
e
v
i
e
w
 
o
f
 
C
y
t
o
l
o
g
y
,
 
2
0
0
:
 
1
-
4
6
.
 
M
c
K
h
a
n
n
 
H
,
 
G
e
r
y
 
C
,
 
B
é
r
a
r
d
 
A
,
 
L
é
v
ê
q
u
e
 
S
,
 
Z
u
t
h
e
r
 
H
,
 
H
i
n
c
h
a
 
D
K
,
 
D
e
 
M
i
t
a
S
,
 
B
r
u
n
e
i
 
D
,
 
T
é
o
u
l
é
 
E
 
(
2
0
0
8
)
 
N
a
t
u
r
a
l
 
v
a
r
i
a
t
i
o
n
 
i
n
 
C
B
F
 
g
e
n
e
 
s
e
q
u
e
n
c
e
,
 
g
e
n
e
 
e
x
p
r
e
s
s
i
o
n
 
a
n
d
 
f
r
e
e
z
i
n
g
 
t
o
l
e
r
a
n
c
e
 
i
n
 
t
h
e
 
V
e
r
s
a
i
l
l
e
s
 
c
o
r
e
 
c
o
l
l
e
c
t
i
o
n
 
o
f
 
A
r
a
b
i
d
o
p
s
i
s
 
t
h
a
l
i
a
n
a
.
 
B
M
C
 
P
l
a
n
t
 
B
i
o
l
o
g
y
,
 
8
:
 
1
0
5
.
 
M
i
l
e
s
 
C
,
 
W
a
y
n
e
 
M
 
(
2
0
0
8
)
 
Q
u
a
n
t
i
t
a
t
i
v
e
 
t
r
a
i
t
 
l
o
c
u
s
 
(
Q
T
L
)
 
a
n
a
l
y
s
i
s
.
 
N
a
t
u
r
e
 
E
d
u
c
a
t
i
o
n
,
 
1
 
(
1
)
.
 
M
i
l
l
e
r
 
A
K
,
 
G
a
l
i
b
a
 
G
,
 
D
u
b
c
o
v
s
k
y
 
J
 
(
2
0
0
6
)
 
A
 
c
l
u
s
t
e
r
 
o
f
 
1
1
 
C
B
F
 
t
r
a
n
s
c
r
i
p
t
i
o
n
 
f
a
c
t
o
r
s
 
i
s
 
l
o
c
a
t
e
d
 
a
t
 
t
h
e
 
f
r
o
s
t
 
t
o
l
e
r
a
n
c
e
 
l
o
c
u
s
 
F
r
-
A
m
2
 
i
n
 
T
r
i
t
i
c
u
m
 
m
o
n
o
c
o
c
c
u
m
.
 
M
o
l
e
c
u
l
a
r
 
G
~
n
e
t
i
c
s
 
a
n
d
 
G
e
n
o
m
i
c
s
,
 
2
7
5
:
 
1
9
3
-
2
0
3
.
 
M
o
o
r
e
 
R
C
,
 
G
r
a
n
t
 
S
R
,
 
P
u
r
u
g
g
a
n
a
n
 
M
D
 
(
2
0
0
5
)
 
M
o
l
e
c
u
l
a
r
 
p
o
p
u
l
a
t
i
o
n
 
g
e
n
e
t
i
c
s
 
o
f
 
r
e
d
u
n
d
a
n
t
 
f
l
o
r
a
l
-
r
e
g
u
l
a
t
o
r
y
 
g
e
n
e
s
 
i
n
 
A
r
a
b
i
d
o
p
s
i
s
 
t
h
a
l
i
a
n
a
.
 
M
o
l
e
c
u
l
a
r
 
B
i
o
l
o
g
y
 
a
n
d
 
E
v
o
l
u
t
i
o
n
,
 
2
2
:
 
9
1
-
1
0
3
.
 
M
u
r
a
i
 
K
,
 
M
i
y
a
m
a
e
 
M
,
 
K
a
t
o
 
H
,
 
T
a
k
u
m
i
 
S
,
 
O
g
i
h
a
r
a
 
Y
 
(
2
0
0
3
)
 
W
A
P
J
,
 
a
 
w
h
e
a
t
A
P
E
T
A
L
A
J
 
h
o
m
o
l
o
g
,
 
p
l
a
y
s
 
a
 
c
e
n
t
r
a
l
 
r
o
l
e
 
i
n
 
t
h
e
 
p
h
a
s
e
 
t
r
a
n
s
i
t
i
o
n
 
f
r
o
m
 
v
e
g
e
t
a
t
i
v
e
 
t
o
 
r
e
p
r
o
d
u
c
t
i
v
e
 
g
r
o
w
t
h
.
 
P
l
a
n
t
 
C
e
l
l
 
P
h
y
s
i
o
l
o
g
y
,
 
4
4
:
 
1
2
5
5
-
1
2
6
5
.
 N
a
b
l
e
 
R
O
 
(
1
9
8
8
)
 
E
f
f
e
c
t
s
 
o
f
 
B
 
t
o
x
i
c
i
t
y
 
a
m
o
n
g
s
t
 
s
e
v
e
r
a
l
 
b
a
r
l
e
y
 
w
h
e
a
t
 
c
u
l
t
i
v
a
r
s
:
 
a
 
p
r
e
l
i
m
i
n
a
r
y
 
e
x
a
m
i
n
a
t
i
o
n
 
o
f
 
t
h
e
 
r
e
s
i
s
t
a
n
c
e
 
m
e
c
h
a
n
i
s
m
.
 
P
l
a
n
t
 
S
o
i
l
,
 
1
1
2
:
 
4
5
-
5
2
.
 
1
5
4
 
N
o
v
i
l
l
o
 
F
,
 
A
l
o
n
s
o
 
J
M
,
 
E
c
k
e
r
 
J
R
,
 
S
a
l
i
n
a
s
 
J
 
(
2
0
0
4
)
 
C
B
F
2
/
D
R
E
B
1
C
 
i
s
 
a
 
n
e
g
a
t
i
v
e
 
r
e
g
u
l
a
t
o
r
 
o
f
 
C
B
F
J
I
D
R
E
B
J
B
 
a
n
d
 
C
B
F
3
/
D
R
E
B
J
A
 
e
x
p
r
e
s
s
i
o
n
 
a
n
d
 
p
l
a
y
s
 
a
 
c
e
n
t
r
a
l
 
r
o
l
e
·
i
n
 
s
t
r
e
s
s
 
t
o
l
e
r
a
n
c
e
 
i
n
A
r
a
b
i
d
o
p
s
i
s
.
 
P
r
o
c
e
e
d
i
n
g
s
 
o
f
t
h
e
 
N
a
t
i
o
n
a
l
 
A
c
a
d
e
m
y
 
o
f
 
S
c
i
e
n
c
e
s
 
o
f
t
h
e
 
U
n
i
t
e
d
 
S
t
a
t
e
s
 
o
f
 
A
m
e
r
i
c
a
,
 
1
0
1
:
 
3
9
8
5
-
3
9
9
0
.
 
N
o
v
i
l
l
o
 
F
,
 
M
e
d
i
n
a
 
J
,
 
S
a
l
i
n
a
s
 
J
 
(
2
0
0
7
)
 
A
r
a
b
i
d
o
p
s
i
s
 
C
B
F
1
 
a
n
d
 
C
B
F
3
 
h
a
v
e
 
a
 
d
i
f
f
e
r
e
n
t
 
f
u
n
c
t
i
o
n
 
t
h
a
n
 
C
B
F
2
 
i
n
 
c
o
l
d
 
a
c
c
l
i
m
a
t
i
o
n
 
a
n
d
 
d
e
f
i
n
e
 
d
i
f
f
e
r
e
n
t
 
g
e
n
e
 
c
l
a
s
s
e
s
 
i
n
 
t
h
e
 
C
B
F
 
r
e
g
u
l
o
n
.
 
P
r
o
c
e
e
d
i
n
g
s
 
o
f
 
t
h
e
 
N
a
t
i
o
n
a
l
 
A
c
a
d
e
m
y
 
o
f
 
S
c
i
e
n
c
e
s
 
o
f
t
h
e
 
U
n
i
t
e
d
 
S
t
a
t
e
s
 
o
f
 
A
m
e
r
i
c
a
,
 
1
0
4
:
 
2
1
0
0
2
-
2
1
0
0
7
.
 
N
u
z
h
d
i
n
 
S
V
,
 
W
a
y
n
e
 
M
L
,
 
H
a
n
n
o
n
 
K
L
,
 
M
c
l
n
t
y
r
e
 
L
M
 
(
2
0
0
4
)
 
C
o
m
m
o
n
 
p
a
t
t
e
r
n
 
o
f
 
e
v
o
l
u
t
i
o
n
 
o
f
 
g
e
n
e
 
e
x
p
r
e
s
s
i
o
n
 
l
e
v
e
l
 
a
n
d
 
p
r
o
t
e
i
n
 
s
e
q
u
e
n
c
e
 
i
n
 
D
r
o
s
o
p
h
i
l
a
.
 
M
o
l
e
c
u
l
a
r
 
B
i
o
l
o
g
y
 
a
n
d
 
E
v
o
l
u
t
i
o
n
,
 
2
1
:
 
1
3
0
8
-
1
3
1
7
.
 
O
e
r
t
i
 
J
J
,
 
R
o
t
h
 
J
A
 
(
1
9
6
9
)
 
B
o
r
o
n
 
s
u
p
p
l
y
 
o
f
s
u
g
a
r
 
b
e
e
t
,
 
c
o
t
t
o
n
 
a
n
d
 
s
o
y
b
e
a
n
.
 
A
g
r
o
n
o
m
y
 
J
o
u
r
n
a
l
,
 
6
1
:
 
1
9
1
-
1
9
5
 
.
 
.
 
O
h
m
e
-
T
a
k
a
g
i
 
M
,
 
S
h
i
n
s
h
i
 
H
 
(
1
9
9
0
)
 
S
t
r
u
c
t
u
r
e
 
a
n
d
 
e
x
p
r
e
s
s
i
o
n
 
o
f
 
a
 
t
o
b
a
c
c
o
 
P
-
1
 
,
3
-
g
l
u
c
a
n
a
s
e
 
g
e
n
e
.
 
P
l
a
n
t
 
M
o
l
e
c
u
l
a
r
 
B
i
o
l
o
g
y
,
 
1
5
:
 
9
4
1
-
9
4
6
.
 
O
h
n
o
 
S
 
(
1
9
7
0
)
 
E
v
o
l
u
t
i
o
n
 
b
y
 
g
e
n
e
 
d
u
p
l
i
c
a
t
i
o
n
.
 
S
p
r
i
n
g
e
r
,
 
N
e
w
 
Y
o
r
k
.
 
P
a
l
a
i
s
a
 
K
,
 
M
o
r
g
a
n
t
e
 
M
,
 
T
i
n
g
e
y
 
S
,
 
R
a
f
a
l
s
k
i
 
A
 
(
2
0
0
4
)
 
L
o
n
g
 
r
a
n
g
e
 
p
a
t
t
e
r
n
s
 
o
f
 
d
i
v
e
r
s
i
t
y
 
a
n
d
 
l
i
n
k
a
g
e
 
d
i
s
e
q
u
i
l
i
b
r
i
u
m
 
s
u
r
r
o
u
n
d
i
n
g
 
t
h
e
 
m
a
i
z
e
 
Y
1
 
g
e
n
e
 
a
r
e
 
i
n
d
i
c
a
t
i
v
e
 
o
f
 
a
n
 
a
s
y
m
m
e
t
r
i
c
 
s
e
l
e
c
t
i
v
e
 
s
w
e
e
p
.
 
P
r
o
c
e
e
d
i
n
g
s
 
o
f
t
h
e
 
N
a
t
i
o
n
a
l
 
A
c
a
d
e
m
y
 
o
f
 
S
c
i
e
n
c
e
s
 
o
f
t
h
e
 
U
n
i
t
e
d
 
S
t
a
t
e
s
 
o
f
 
A
m
e
r
i
c
a
,
 
1
0
1
:
 
9
8
8
5
-
9
8
9
0
.
 1
 
1
 
P
h
i
l
l
i
p
s
 
J
R
,
 
D
u
n
n
 
M
A
,
 
H
u
g
h
e
s
 
M
A
 
(
1
9
9
7
)
 
m
R
N
A
 
s
t
a
b
i
l
i
t
y
 
a
n
d
 
l
o
c
a
l
i
s
a
t
i
o
n
 
o
f
 
t
h
e
 
l
o
w
-
t
e
m
p
e
r
a
t
u
r
e
-
r
e
s
p
o
n
s
i
v
e
 
b
a
r
l
e
y
 
g
e
n
e
 
f
a
m
i
l
y
 
b
l
t
l
4
.
 
P
l
a
n
t
 
M
o
l
e
c
u
l
a
r
 
B
i
o
l
o
g
y
,
 
3
3
:
 
1
0
1
3
-
1
0
2
3
.
 
1
5
5
 
R
e
b
o
u
r
g
 
C
,
 
D
u
b
r
e
u
i
l
 
P
,
 
C
h
a
r
c
o
s
s
e
t
 
A
 
(
1
9
9
9
)
 
G
e
n
e
t
i
c
 
d
i
v
e
r
s
i
t
y
 
a
m
o
n
g
 
m
a
i
z
e
 
p
o
p
u
l
a
t
i
o
n
s
:
 
b
u
l
k
 
R
F
L
P
 
a
n
a
l
y
s
i
s
 
o
f
 
6
5
 
a
c
c
e
s
s
i
o
n
s
.
 
M
a
y
d
i
c
a
,
 
4
4
:
 
2
3
7
-
2
4
9
.
 
R
e
i
d
 
R
 
(
2
0
0
7
)
 
I
d
e
n
t
i
f
i
c
a
t
i
o
n
 
o
f
 
b
o
r
o
n
 
t
r
a
n
s
p
o
r
t
e
r
 
g
e
n
e
s
 
l
i
k
e
l
y
 
t
o
 
b
e
 
r
e
s
p
o
n
s
i
b
l
e
 
f
o
r
 
t
o
l
e
r
a
n
c
e
 
t
o
 
b
o
r
o
n
 
t
o
x
i
c
i
t
y
 
i
n
 
w
h
e
a
t
 
a
n
d
 
b
a
r
l
e
y
.
 
P
l
a
n
t
 
C
e
l
l
 
P
h
y
s
i
o
l
o
g
y
,
 
4
8
:
 
1
6
7
3
-
1
6
7
8
.
 
R
i
e
c
h
m
a
n
n
 
J
L
,
 
M
e
y
e
r
o
w
i
t
z
 
E
M
 
(
1
9
9
8
)
 
T
h
e
 
A
P
2
/
E
R
E
B
P
 
f
a
m
i
l
y
 
o
f
 
p
l
a
n
t
 
t
r
a
n
s
c
r
i
p
t
i
o
n
 
f
a
c
t
o
r
s
.
 
B
i
o
l
o
g
i
c
a
l
 
C
h
e
m
i
s
t
r
y
,
 
3
7
9
:
 
6
3
3
-
6
4
6
.
 
R
i
f
k
i
n
 
S
A
,
 
K
i
m
 
J
,
 
W
h
i
t
e
 
K
P
 
(
2
0
0
3
)
 
E
v
o
l
u
t
i
o
n
 
o
f
 
g
e
n
e
 
e
x
p
r
e
s
s
i
o
n
 
i
n
 
t
h
e
 
D
r
o
s
o
p
h
i
l
a
 
m
e
l
a
n
o
g
a
s
t
e
r
 
s
u
b
g
r
o
u
p
.
 
N
a
t
u
r
e
 
G
e
n
e
t
i
c
s
,
 
3
3
:
 
1
3
8
-
1
4
4
.
 
R
o
z
e
n
 
S
,
 
S
k
a
l
e
t
s
k
y
 
H
 
(
2
0
0
0
)
 
P
r
i
m
e
r
3
 
o
n
 
t
h
e
 
W
W
W
 
f
o
r
 
g
e
n
e
r
a
l
 
u
s
e
r
s
 
a
n
d
 
f
o
r
 
b
i
o
l
o
g
i
s
t
 
p
r
o
g
r
a
m
m
e
r
s
.
 
B
i
o
i
n
f
o
r
m
a
t
i
c
s
 
M
e
t
h
o
d
s
 
a
n
d
 
P
r
o
t
o
c
o
l
s
,
 
1
3
2
:
 
3
6
5
-
3
8
6
.
 
S
a
k
u
m
a
 
Y
,
 
L
i
u
a
 
Q
,
 
D
u
b
o
u
z
e
t
a
 
J
G
,
 
A
b
e
a
 
H
,
 
S
h
i
n
o
z
a
k
i
 
K
,
 
Y
a
m
a
g
u
c
h
i
-
S
h
i
n
o
z
a
k
i
 
K
 
(
2
0
0
2
)
 
D
N
A
-
b
i
n
d
i
n
g
 
s
p
e
c
i
f
i
c
i
t
y
 
o
f
 
t
h
e
 
E
R
F
/
A
P
2
 
d
o
m
a
i
n
 
o
f
 
A
r
a
b
i
d
o
p
s
i
s
 
D
R
E
B
s
,
 
t
r
a
n
s
c
r
i
p
t
i
o
n
 
f
a
c
t
o
r
s
 
i
n
v
o
l
v
e
d
 
i
n
 
d
e
h
y
d
r
a
t
i
o
n
 
a
n
d
 
c
o
l
d
-
i
n
d
u
c
e
d
 
g
e
n
e
 
e
x
p
r
e
s
s
i
o
n
.
 
B
i
o
c
h
e
m
i
c
a
l
 
a
n
d
 
B
i
o
p
h
y
s
i
c
a
l
 
R
e
s
e
a
r
c
h
 
C
o
m
m
u
n
i
c
a
t
i
o
n
s
,
 
2
9
0
:
 
9
9
8
-
1
0
0
9
.
 
S
a
n
d
v
e
 
S
R
,
 
F
j
e
l
l
h
e
i
m
 
S
 
(
2
0
 
1
 
0
)
 
D
i
d
 
g
e
n
e
 
f
a
m
i
l
y
 
e
x
p
a
n
s
i
o
n
s
 
d
u
r
i
n
g
 
t
h
e
 
E
o
c
e
n
e
-
O
l
i
g
o
c
e
n
e
 
b
o
u
n
d
a
r
y
 
e
l
i
m
a
 
t
e
 
c
a
o
 
l
i
n
g
 
p
l
a
y
 
a
 
r
o
l
e
 
i
n
 
P
o
o
i
d
e
a
e
 
a
d
a
p
t
a
t
i
o
n
 
t
o
 
c
o
o
l
 
c
l
i
m
a
t
e
s
?
 
M
o
l
e
c
u
l
a
r
 
E
c
o
l
o
g
y
,
 
1
9
:
 
2
0
7
5
-
2
0
8
8
.
 S
a
r
h
a
n
 
F
,
 
O
u
e
l
e
t
t
 
F
,
 
V
a
z
q
u
e
z
-
T
e
l
l
o
 
A
 
(
1
9
9
7
)
 
T
h
e
 
w
h
e
a
t
 
w
c
s
l
2
0
 
g
e
n
e
 
f
a
m
i
l
y
.
 
A
 
u
s
e
f
u
l
 
m
a
d
e
l
 
t
o
 
u
n
d
e
r
s
t
a
n
d
 
t
h
e
 
m
o
l
e
c
u
l
a
r
 
g
e
n
e
t
i
c
s
 
o
f
 
f
r
e
e
z
i
n
g
 
t
o
l
e
r
a
n
c
e
 
i
n
 
c
e
r
e
a
l
s
.
 
P
h
y
s
i
o
l
o
g
i
a
 
P
l
a
n
t
a
r
u
m
,
 
1
0
1
:
 
4
3
9
-
4
4
5
.
 
1
5
6
 
S
a
s
a
k
i
 
T
,
 
R
y
a
n
 
P
R
,
 
D
e
l
h
a
i
z
e
 
E
 
(
2
0
0
6
)
 
S
e
q
u
e
n
c
e
 
u
p
s
t
r
e
a
m
 
o
f
 
t
h
e
 
w
h
e
a
t
 
(
T
r
i
t
i
c
u
m
 
a
e
s
t
i
v
u
m
 
L
)
 
A
L
M
T
J
 
g
e
n
e
 
a
n
d
 
i
t
s
 
r
e
l
a
t
i
o
n
s
h
i
p
 
t
o
 
a
l
u
m
i
n
u
m
 
r
e
s
i
s
t
a
n
c
e
.
 
P
l
a
n
t
 
a
n
d
 
C
e
l
l
 
P
h
y
s
i
o
l
o
g
y
,
 
4
7
:
 
1
3
4
3
-
1
3
5
4
.
 
S
e
k
i
 
M
,
 
N
a
r
u
s
a
k
a
 
M
,
 
A
b
e
 
H
,
 
K
a
s
u
g
a
 
M
,
 
Y
a
m
a
g
u
c
h
i
-
S
h
i
n
o
z
a
k
i
 
K
,
 
C
a
m
i
n
c
i
 
P
,
 
H
a
y
a
s
h
i
z
a
k
i
 
Y
,
 
S
h
i
n
o
z
a
k
i
 
K
 
(
2
0
0
1
)
 
M
o
n
i
t
o
r
i
n
g
 
t
h
e
 
e
x
p
r
e
s
s
i
o
n
 
p
a
t
t
e
r
n
 
o
f
 
1
3
0
0
 
A
r
a
b
i
d
o
p
s
i
s
 
g
e
n
e
s
 
u
n
d
e
r
 
d
r
o
u
g
h
t
 
a
n
d
 
c
o
l
d
 
s
t
r
e
s
s
e
s
 
b
y
 
u
s
i
n
g
 
a
 
f
u
l
l
-
l
e
n
g
t
h
 
e
D
N
A
 
m
i
c
r
o
a
r
r
a
y
.
 
P
l
a
n
t
 
C
e
l
l
,
 
1
3
:
 
6
1
-
7
2
.
 
S
h
a
r
m
a
 
P
,
 
S
h
a
r
m
a
 
N
,
 
D
e
s
w
a
l
 
R
 
(
2
0
0
5
)
 
T
h
e
 
m
o
l
e
c
u
l
a
r
 
b
i
o
l
o
g
y
 
o
f
 
t
h
e
 
l
a
w
-
t
e
m
p
e
r
a
t
u
r
e
 
r
e
s
p
o
n
s
e
 
i
n
 
p
l
a
n
t
s
.
 
B
i
o
E
s
s
a
y
s
,
 
2
7
:
 
1
0
4
8
-
1
0
5
9
.
 
S
h
e
r
r
y
 
S
T
,
 
W
a
r
d
 
M
H
,
 
K
h
o
l
o
d
o
v
 
M
,
 
B
a
k
e
r
 
J
,
 
P
h
a
n
 
L
,
 
S
m
i
g
i
e
l
s
k
i
 
E
M
,
 
S
i
r
o
t
k
i
n
 
K
 
(
2
0
0
1
)
 
d
b
S
N
P
:
 
t
h
e
 
N
C
B
I
 
d
a
t
a
b
a
s
e
 
o
f
 
g
e
n
e
t
i
c
 
v
a
r
i
a
t
i
o
n
.
 
N
u
c
l
e
i
c
 
A
c
i
d
s
 
R
e
s
e
a
r
c
h
,
 
2
9
:
 
3
0
8
-
3
1
1
.
 
S
h
i
n
o
z
a
k
i
 
K
,
 
Y
a
m
a
g
u
c
h
i
-
S
h
i
n
o
z
a
k
i
 
K
 
(
2
0
0
0
)
 
M
o
l
e
c
u
l
a
r
 
r
e
s
p
o
n
s
e
s
 
t
o
 
d
e
h
y
d
r
a
t
i
o
n
 
a
n
d
 
l
o
w
 
t
e
m
p
e
r
a
t
u
r
e
:
 
d
i
f
f
e
r
e
n
c
e
s
 
a
n
d
 
c
r
o
s
s
~
t
a
l
k
 
b
e
t
w
e
e
n
 
t
w
o
 
s
t
r
e
s
s
 
s
i
g
n
a
l
i
n
g
 
p
a
t
h
w
a
y
s
.
 
C
u
r
r
e
n
t
 
O
p
i
n
i
o
n
 
i
n
 
P
l
a
n
t
 
B
i
o
l
o
g
y
,
 
3
:
 
2
1
7
-
2
2
3
.
 
S
h
i
n
o
z
a
k
i
-
Y
a
m
a
g
u
c
h
i
 
K
,
 
S
h
i
n
o
z
a
k
i
 
K
 
(
2
0
0
5
)
 
O
r
g
a
n
i
z
a
t
i
o
n
 
o
f
 
c
i
s
-
a
c
t
i
n
g
 
I
'
e
g
u
l
a
t
o
r
y
 
e
l
e
m
e
n
t
s
 
i
n
 
o
s
m
o
t
i
c
-
a
n
d
 
c
o
l
d
-
s
t
r
e
s
s
-
r
e
s
p
o
n
s
i
v
e
 
p
r
o
m
o
t
e
r
s
.
 
T
r
e
n
d
s
 
P
l
a
n
t
 
S
c
i
e
n
c
e
,
 
1
0
:
 
8
8
-
9
4
.
 
S
k
i
n
n
e
r
 
J
S
,
 
S
z
u
c
s
 
P
,
 
v
o
n
 
Z
i
t
z
e
w
i
t
z
 
J
,
 
M
a
r
q
u
e
z
-
C
e
d
i
l
l
o
 
L
,
 
F
i
l
i
c
h
k
i
n
 
T
,
 
S
t
o
c
k
i
n
g
e
r
 
E
J
,
 
T
h
o
m
a
s
h
o
w
 
M
F
,
 
C
h
e
n
 
T
H
,
 
H
a
y
e
s
 
P
M
 
(
2
0
0
6
)
 
M
a
p
p
i
n
g
 
o
f
 
b
a
r
l
e
y
 
h
o
m
o
l
o
g
s
 
t
o
 
g
e
n
e
s
 
t
h
a
t
 
r
e
g
u
l
a
t
e
 
l
o
w
 
t
e
m
p
e
r
a
t
u
r
e
 
t
o
l
e
r
a
n
c
e
 
i
n
 
A
r
a
b
i
d
o
p
s
i
s
.
 
T
h
e
o
r
e
t
i
c
a
l
 
a
n
d
 
A
p
p
l
i
e
d
 
G
e
n
e
t
i
c
s
,
 
1
1
2
:
 
8
3
2
-
8
4
2
.
 S
k
i
n
n
e
r
 
J
S
,
 
Z
i
t
z
e
w
i
t
z
 
J
V
,
 
S
z
u
c
s
 
P
,
 
M
a
r
q
u
e
z
-
C
e
d
i
l
l
o
 
L
,
 
F
i
l
i
c
h
k
i
n
 
T
,
 
A
m
u
n
d
s
e
n
 
K
,
 
E
J
 
S
t
o
c
k
i
n
g
e
r
,
 
T
h
o
m
a
s
h
o
w
 
M
F
,
 
C
h
e
n
 
T
H
H
,
 
H
a
y
e
s
 
P
M
M
 
(
2
0
0
5
)
 
S
t
r
u
c
t
u
r
a
l
,
 
f
u
n
c
t
i
o
n
a
l
,
 
a
n
d
 
p
h
y
l
o
g
e
n
e
t
i
c
 
c
h
a
r
a
c
t
e
r
i
z
a
t
i
o
n
 
o
f
 
a
 
l
a
r
g
e
 
C
B
F
 
g
e
n
e
 
f
a
m
i
l
y
 
i
n
 
b
a
r
l
e
y
.
 
P
l
a
n
t
 
M
o
l
e
c
u
l
a
r
 
B
i
o
l
o
g
y
,
 
5
9
:
 
5
3
3
-
5
5
1
.
 
S
m
i
t
h
 
M
J
,
 
H
a
i
g
h
 
J
 
(
1
9
7
4
)
 
T
h
e
 
h
i
t
c
h
-
h
i
k
i
n
g
 
e
f
f
e
c
t
 
o
f
 
a
 
f
a
v
o
u
r
a
b
l
e
 
g
e
n
e
.
 
G
e
n
e
t
i
c
a
l
 
R
e
s
e
a
r
c
h
,
 
2
3
:
 
2
3
-
2
5
.
 
1
5
7
 
S
n
a
p
e
 
J
W
,
 
S
e
m
i
k
h
o
d
s
k
i
i
 
A
,
 
S
a
m
1
a
 
R
,
 
K
o
r
z
u
n
 
V
,
 
F
i
s
h
 
L
,
 
Q
u
a
r
r
i
e
 
S
A
,
 
G
i
l
l
 
B
S
,
 
S
a
s
a
k
i
 
T
,
 
G
a
l
i
b
a
 
G
,
 
S
u
t
k
a
 
J
 
(
1
9
9
8
)
 
M
a
p
p
i
n
g
 
v
e
m
a
l
i
z
a
t
i
o
n
 
l
o
c
i
 
i
n
 
w
h
e
a
t
 
a
n
d
 
c
o
m
p
a
r
a
t
i
v
e
 
m
a
p
p
i
n
g
 
w
i
t
h
 
o
t
h
e
r
 
c
e
r
e
a
l
s
.
 
P
r
o
c
e
e
d
i
n
g
s
 
o
f
 
t
h
e
 
9
t
h
 
I
n
t
e
r
n
a
t
i
o
n
a
l
 
W
h
e
a
t
 
G
e
n
e
t
i
c
s
 
S
y
m
p
o
s
i
u
m
,
 
3
:
 
1
5
6
-
1
5
8
.
 
S
n
a
p
e
 
J
W
,
 
S
a
n
n
a
 
R
,
 
Q
u
a
r
r
i
e
 
S
A
,
 
F
i
s
h
 
L
,
 
G
a
l
i
b
a
 
G
,
 
S
u
t
k
a
 
J
 
(
2
0
0
1
)
 
M
a
p
p
i
n
g
 
g
e
n
e
s
 
f
o
r
 
f
l
o
w
e
r
i
n
g
 
t
i
m
e
 
a
n
d
 
f
r
o
s
t
 
t
o
l
e
r
a
n
c
e
 
i
n
 
c
e
r
e
a
l
s
 
u
s
i
n
g
 
p
r
e
c
i
s
e
 
g
e
n
e
t
i
c
 
s
t
o
c
k
s
.
 
E
u
p
h
y
t
i
c
a
,
 
1
2
0
:
 
3
0
9
-
3
1
5
.
 
S
o
m
e
r
s
 
D
I
,
 
K
i
r
k
p
a
t
r
i
c
k
 
R
,
 
~
o
n
i
w
a
 
M
,
 
W
a
l
s
h
 
A
 
(
2
0
0
3
)
 
M
i
n
i
n
g
 
s
i
n
g
l
e
-
n
u
c
l
e
o
t
i
d
e
 
p
o
l
y
m
o
r
p
h
i
s
m
s
 
f
r
o
m
 
h
e
x
a
p
l
o
i
d
 
w
h
e
a
t
 
E
S
T
s
.
 
G
e
n
o
m
e
,
 
4
9
:
 
4
3
1
-
4
3
7
.
 
S
t
e
p
o
n
k
u
s
 
P
L
,
 
U
e
m
u
r
a
 
M
,
 
J
o
s
e
p
h
 
R
A
,
 
G
i
l
m
o
u
r
 
S
G
,
 
T
h
o
m
a
s
h
o
w
 
M
F
 
(
1
9
9
8
)
 
M
o
d
e
 
o
f
 
a
c
t
i
o
n
 
o
f
 
t
h
e
 
C
O
R
J
5
a
 
g
e
n
e
 
o
n
 
t
h
e
 
f
r
e
e
z
i
n
g
 
t
o
l
e
r
a
n
c
e
 
o
f
 
A
r
a
b
i
d
o
p
s
i
s
 
t
h
a
l
i
a
n
a
.
 
P
r
o
c
e
e
d
i
n
g
s
 
o
f
 
t
h
e
 
N
a
t
i
~
n
a
l
 
A
c
a
d
e
m
y
 
o
f
 
S
c
i
e
n
c
e
s
 
o
f
 
t
h
e
 
U
n
i
t
e
d
 
S
t
a
t
e
s
 
o
f
 
A
m
e
r
i
c
a
,
 
9
5
:
 
1
4
5
7
0
-
1
4
5
7
5
.
 
S
t
o
c
k
i
n
g
e
r
 
E
J
,
 
G
i
l
m
o
u
r
 
S
J
,
 
T
h
o
m
a
s
h
o
w
 
M
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m
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c
h
l
o
r
o
p
l
a
s
t
-
t
a
r
g
e
t
e
d
 
p
r
o
t
e
 
i
n
.
 
J
o
u
r
n
a
l
 
o
f
 
E
x
p
e
r
i
m
e
n
t
a
l
 
B
o
t
a
n
y
,
 
5
4
:
 
2
2
6
5
-
2
2
7
4
.
 
T
a
m
u
r
a
 
K
,
 
P
e
t
e
r
s
o
n
 
D
,
 
P
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c
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.
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c
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l
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.
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P
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